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Colorectal cancer (CRC) is the third most prevalent cancer in the western world. 
The development of the disease takes decades and involves multiple sequential events. 
CRC is the most prevalent cancer in Spain, with an incidence of 32.240 new cases in 
2012, and the second cancer in mortality rate because most of the patients are 
diagnosed at advanced stages due to the general reluctance to use invasive diagnostic 
tools like colonoscopy. Currently, CRC research focuses on i) the identification of 
biomarkers to detect early stages to improve the survival of CRC patients, and ii) the 
discovery of new therapeutic targets for a more effective chemotherapy. These 
objectives require a deep knowledge of CRC regarding the biology of the primary tumor, 
tumor microenvironment and the metastatic process.   
Biomarkers are specific markers of biological and/or pathological stages. Cancer 
biomarkers are used for diagnosis and prognosis, to stratify patients and to identify 
recurrences of the disease. Actually, only few proteins have been described as 
biomarkers in CRC, among others: carcinoembryonic antigen (CEA), CA19.9 and 
CA125, although none of them is recommended for clinical screening. Blood is the 
optimal source for the diagnostic screening of large human populations based on non-
invasive markers. Moreover, blood circulation facilitates the contact with every body 
tissue, including representative tumour antigens. Then, the implementation of simpler 
and non-invasive methods for the early detection of CRC should be based on the 
identification of proteins or antibodies in serum or plasma. However, these tumour 
antigens are probably present at a very low range of concentration in plasma and they 
probably suffer from extensive proteolysis in a relative short period of time; making the 
search for tumour-specific antigens a complicated task. Accordingly, the humoral 
response produced against tumour-associated antigens should be an alternative to the 
detection of tumour antigens in blood for the development of diagnostic tools. Indeed, 
autoantibodies can be detected at early cancer stages and prior to cancer diagnosis, 
revealing their potential as biomarkers. 
Self-proteins (autoantigens) altered during tumour formation and progression by 
specific point mutations, misfolding, overexpression, aberrant modifications as 
truncation or degradation, or different combinations of these factors, can be the target of 
autoantibodies in cancer patients. In fact, several tumour associated autoantigens 
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(TAAs): i.e. p53, HER2, NY-ESO1 or MUC1 have been previously identified in different 
studies involving autoantibody screening in CRC and other tumours. The discovery of 
autoantibodies and their target tumor-associated antigens has been revitalized in the 
last years by the use of high-throughput proteomic approaches, including protein 
microarrays. 
Protein microarrays provide a platform for the identification of both 
autoantibodies and their respective TAAs for diagnosis purposes by the screening of 
serum from cancer patients. Previously, we have used commercially available high-
density protein microarrays (Protoarrays) and home-made T7-phage microarrays for the 
identification of autoantibody signatures and tumour-associated antigens in colorectal 
cancer. Our results confirmed the presence of a specific autoantibody signature for 
CRC with the potential to diagnose the disease with a higher specificity and sensitivity 
than previously reported CRC serum markers. Furthermore, since most of the identified 
TAAs were kinases (FGFR4, STK4 or PIM1), we hypothesized that they could be 
implicated in CRC progression or being new therapeutic targets of the disease. In 
addition, one intriguing question not yet solved is how the autoimmune response to 
tumour-associated antigens occurs. Little is known about the mechanism of immune 
recognition of altered gene or protein products, despite their potential relevance to 
tumour immunity, autoimmunity and for diagnosis.  
On the other hand, proteomics is actively used for the identification of cancer 
associated biomarkers and for cancer characterization involving to primary tumour, 
tumour stroma or metastasis. In depth genetic studies followed by cell-biology analyses 
demonstrate that tumour growth is not just determined by malignant cancer cells 
themselves, but also by the tumour stroma. The main components of stroma are 
fibroblasts, which form the structural scaffold and synthesize extracellular matrix (ECM) 
components, such as collagens and fibronectin. Fibroblasts are the most abundant cell 
type in connective tissues, and some subpopulations are able to differentiate to other 
cell types as adipocytes or osteoblasts. In normal conditions, fibroblasts are in an 
inactive quiescent state; however fibroblasts become activated in wound healing and 
fibrosis. Fibroblast activation is induced by several stimuli, including growth factors such 
as TGF-β. Furthermore, an increased expression of TGFβ in colorectal cancer 
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correlates with the accumulation of fibrotic desmoplastic tissue. Snail1 transcription is 
up-regulated by this cytokine in epithelial cells. In fibroblasts, Snail1 levels are 
modulated by serum and TGFβ. In addition, Snail1 is not only up-regulated by TGF-β, 
but also induces the transcription of TGFβ, creating a self-activation loop for the 
production of TGFβ. It is becoming increasingly clear that fibroblasts are modifiers of 
cancer progression. Moreover, further knowledge of the role of resting and activated 
fibroblasts in cancer is needed, since recent evidences indicate that subpopulations of 
fibroblasts, the so-called cancer-associated fibroblasts (CAFs), are important promoters 
of tumour growth and progression.  
The transcription factor Snail1 is a major inducer of the epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) during embryonic development and cancer progression. Recent reports 
indicate that Snail ectopic expression in mesenchymal cells abrogated their 
differentiation to osteoblasts or adipocytes. In addition, Snail1 knock-down caused a 
large decrease in the number of bone marrow murine mesenchymal stem cells (MSCs). 
This depletion is accompanied of an acceleration of their differentiation to osteoblasts or 
adipocytes. In this way, Snail would exert its effect on maintaining stemness and 
pluripotency in MSCs. Snail effects on adipogenesis have been proposed to be 
mediated, among others, by a lack of response to TGFβ or by an apparent inhibition of 
PPARγ and C/EBPα expression. Similar results were obtained in preventing the 
differentiation of bone marrow-derived murine mesenchymal stem cells (mMSC) to 
osteoblasts or adipocytes. Still, the molecular mechanisms underlying the effect of Snail 
on MSCs differentiation and the blocking of adipogenesis are far from being 
established. Confluent 3T3-L1 preadipocytes and mMSCs differentiate to adipocytes 
upon exposure to a cocktail of adipogenic inducers. During adipogenic differentiation 
Snail expression is almost negligible in 3T3-L1 cells. As a consequence, Snail1 
expression plays an inhibitory effect on adipocyte differentiation program, suggesting a 
functional role for Snail in obesity and caquexia. Obesity is associated with incidence of 
CRC and cancer associated caquexia is responsible for approximately 20% of total 
deaths in cancer patients. Then, the role of Snail in these processes needs to be further 
studied. 
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In this context, the work that makes up this Doctoral Thesis is divided in two well-
defined blocks with two main objectives: 
 
1. The first block focused on the study of the basis of the autoimmunity in CRC 
patients. We aimed to decipher some of the molecular mechanisms that control 
the induction of an immune response against FGFR4 and PIM1, with the 
following partial objectives to clarify the alterations in FGFR4 and PIM1 
susceptible of inducing the humoral response in CRC: 
 
a. To analyse FGFR4 and PIM1 expression levels in CRC cell lines and 
paired normal/tumoral tissue by immunoblotting, immunohistochemistry 
and meta-analysis using publicly available databases. 
b. To analyse for the presence of mutations in the TAAs and/or identify new 
splice isoforms. We used a collection of tissue and plasma samples from 
patients with elevated autoantibody responses for mRNA isolation and 
cDNA sequencing. 
c. To define the role of wild-type and mutated proteins in tumour 
progression. We studied the effect of FGFR4 and PIM1 in CRC cell lines 
through gain-of-function and loss-of-function experiments with stably and 
transiently transfected with shRNA, siRNA and expression vectors cells. 
We evaluated cell growth, adhesion, invasion and survival in vitro in 
transfected cells, and tumour growth in vivo in Swiss nude mice 
subcutaneously injected with cells to analyse the relevance of FGFR4 and 
PIM1. 
 
2.  In the second block, we investigated those molecules mediating Snail1 
transcriptional control for blocking 3T3-L1 and MSC differentiation to adipocytes. 
As partial objectives, we proposed the following objectives: 
 
a. We carried out in-depth quantitative proteomic analysis of Snail-
transfected cells to identify the cellular and molecular mechanisms 
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controlled by Snail. We used either stable isotopic metabolic labeling 
(SILAC) for 3T3-L1 cells or isobaric labeling with tandem mass tags (TMT) 
for mMSCs. Since Snail mediates its effects mainly through regulation of 
other TFs, we focused the proteomic analysis on the nuclear fraction. 
b. Validation of Snail-deregulated proteins in 3T3-L1 and mMSC cells was 
performed by PCR and WB. In silico and experimental analysis revealed 
putative Snail1 E-box consensus motifs in different promoters of quantified 
deregulated proteins. We used wild-type 3T3-L1 cells to analyse the effect 
of siRNAs against various TFs on differentiation. 
c. Characterization of the role of Nr2f6 and IL-17 in adipogenesis and 
differentiation.  
 
No new SNPs or activating mutations were found in FGFR4. Our results suggest 
that FGFR4 overexpression is the major determinant to induce a FGFR4 humoral 
response in CRC patients.  
In addition, loss-of-function experiments revealed a major role of FGFR4 in the 
tumorigenic properties of colorectal cancer cells, since its depletion abrogated 
proliferation, adhesion, migration and invasion. We identified a new role for FGFR4 as 
regulator of the epithelial-to-mesenchymal transition and invasion in colorectal cancer. 
Silencing of FGFR4 in colorectal cancer cells produced a reversion to a more epithelial 
phenotype and the reduction of tumorigenic properties of colorectal cancer cells. 
FGFR4 regulated the expression and the stability of TGFβ, SNAIL and TWIST genes, 
as well as the MAP kinase (proliferation) and AKT (survival) pathways. Finally, the 
relevance of FGFR4 as therapeutic target in CRC was demonstrated with specific 
antibodies and multikinase inhibitors (PD173074 and TKI-258). 
Regarding PIM1, we found multiple somatic mutations and the presence of the 
His48Asp SNP in CRC cell lines and colorectal tumour tissues. PIM1 expression levels 
analyses on paired tumoral/normal tissue showed an intense staining in tumoral tissues 
with a more abundant expression in late stages. Our results suggest that 
overexpression is not the reason for the induction of an immune response.  In PIM1, the 
presence of mutations seems to play a more relevant role in early humoral response.   
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In addition, we demonstrated the proliferative, invasive and antiapoptotic effects 
of PIM1 overexpression. We examined the effect of identified PIM1 mutations in CRC 
cell lines respect to PIM1 wild-type and control. We observed an increased in 
proliferation, invasion and survival in PIM1 A315T mutant and His48Asp SNP 
transfected cells. These mutations caused a constitutive activation of the kinase PIM1.  
Additionally, we studied the frequency of His48Asp SNP in colorectal cancer patients, 
which was found to not be associated with the clinical outcome of CRC patients.  
 
In conclusion, the combination of different proteomic strategies for the 
identification of the autoimmune response against TAAs showed not only a great 
potential for the discovery of new biomarkers for diagnosis and prognosis in cancer, the 
identification of key players in CRC progression and new therapeutic targets for 
intervention. 
 
In the second block of this thesis, we used a sensitive and quantitative proteomic 
analysis to study Snail effects on adipocyte differentiation in mesenchymal cells through 
the inhibition of the nuclear orphan receptor Nr2f6, which antagonizes the expression of 
the pro-inflammatory cytokine IL-17. Snail also inhibited a number of different 
transcription factors, cytokines, growth factors and immunomodulators. This capacity of 
Snail to bind and regulate these transcription factors was confirmed by WB, PCR, 
luciferase and ChIP assays. In addition to the observed repression of TFs, Snail 
expression increased the abundance of different components of the NurD complex, and 
other chromatin associated proteins. NuRD belongs to the chromatin remodelling 
complexes and plays important roles in transcription, chromatin assembly, cell cycle 
progression and genomic stability. 
Collectively, our results suggest an early effect of Snail on adipogenesis, 
upstream of C/EBPα and PPARγ proteins, which would be mediated through Nr2f6 and 
IL-17. We demonstrated the capacity of Snail to induce IL-17 expression in fibroblasts 
or mesenchymal cells. These results suggest that the action of IL-17 is more far-
reaching than an expression restricted to T lymphocytes and might have an impact on 
cancer microenvironment. 
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Our results support a link between Snail1 expression, inflammation and 
adipogenesis. Snail, as a master regulator, plays a central role at different levels to 
favour the expression and/or repression of a cascade of multiple transcription factors 
that control adipogenic gene expression at different levels. Further work is required to 
define the fine specificity of other identified transcription factors and the cascade of 
signalling events. These results provide a functional role for Snail in obesity that goes 
beyond the control of the EMT process and epithelial plasticity. 
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1. Cáncer colorrectal  
 
El cáncer colorrectal (CCR) es el tercer cáncer más frecuente en el mundo (1). La 
incidencia anual es de aproximadamente 1.2 millones de personas, principalmente en países 
de Europa occidental, Oceanía y Norte América. Los países africanos y asiáticos presentan una 
incidencia más baja, pero la occidentalización de su estilo de vida y dieta está produciendo un 
aumento significativo de nuevos casos. A nivel mundial, se estima que produce 600.000 
muertes al año, ocupando el cuarto puesto de muertes relacionadas con cáncer (1). En 
España, el cáncer colorrectal es el cáncer más frecuente con 32.240 nuevos casos en 2012. En 
ese mismo año el número de fallecimientos fue de 14.700 personas en España, situándolo 
como el segundo cáncer tras el de pulmón con mayor mortalidad (2). 
Los pacientes en estadios tempranos del CCR normalmente no presentan ningún tipo 
de síntoma. La sintomatología se debe al crecimiento del tumor primario hacia el lumen o 
estructuras adyacentes, produciéndose en estadios avanzados de la enfermedad. Los niveles 
de supervivencia tras el diagnóstico de CCR avanzado no supera el 6%-10%. Esta alta 
mortalidad se debe a la metástasis del tumor primario a otros órganos, principalmente hígado y 
pulmón, donde la cirugía no es suficiente y el tratamiento se basa en la quimioterapia.  
Por todo ello, las investigaciones actuales en cáncer colorrectal se centran en 
desarrollar nuevas técnicas de detección molecular, identificar nuevos biomarcadores que 
permitan un cribado de la enfermedad en sus estadios más tempranos, y en el desarrollo de 
nuevas dianas terapéuticas que permitan una quimioterapia más eficaz en cualquier estadio de 
la enfermedad. Para conseguir estos objetivos es necesario un conocimiento en profundidad de 
los distintos factores y etapas que afectan al desarrollo del tumor primario, al microambiente 
tumoral y al proceso metastásico. 
 
1.1. Desarrollo y etiología del cáncer colorrectal  
 
El cáncer colorrectal es una enfermedad heterogénea que puede producirse a partir de 
diferentes antecedentes patológicos (3, 4). En la mayoría de los casos, el CCR es esporádico 
(aproximadamente entre el 70%-90%) y la aparición del tumor se debe a complejas 
interacciones entre el individuo y factores ambientales (Figura 1). Estudios epidemiológicos 
muestran una asociación directa entre la presencia de CCR y una dieta rica en carnes rojas y 
pobre en fibra (5, 6). El tabaquismo muestra una relación directa con la aparición y la 
mortalidad de CCR a partir de los meta-análisis realizados de multiples estudios que muestran 
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el incremento de CCR en la población fumadora con respecto a las personas que nunca han 
fumado (7). Además, se ha asociado el tabaquismo con el incremento de la aparición de 
diferentes tipos de pólipos como el pólipo adenomatoso o el serrado (8, 9)  
Otros factores que influyen en el posible desarrollo de CCR son la edad o la presencia 
de inflamaciones sistémicas. Durante los últimos años se han estudiado estos factores 
ambientales pero todavía no existen estudios concluyentes al respecto. En el 10%-30% de los 
casos de CCR diagnosticados sí existe una correlación directa con la presencia de distintas 
alteraciones genéticas específicas y hereditarias que se agrupan en diferentes síndromes (10) 
(Figura 1). 
 
Figura 1. Etiología del cáncer colorrectal (Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos). 
 
1.1.1. CCR con antecedentes familiares 
 
Un alto porcentaje de los casos de CCR diagnosticados corresponden a pacientes que 
presentan antecedentes familiares de CCR o pólipos adenomatosos (11). Se ha descrito que 
los individuos cuyos familiares de primer grado (padres e hijos) con pólipos adenomatosos 
presentan un alto riesgo de presencia de adenoma o CCR (12) . En estos casos no se ha 
descrito la alteración genética hereditaria como en el resto de los síndromes. Por ello, en estos 
individuos se recomienda la realización de pruebas diagnósticas regulares como la 
colonoscopia a partir de los 40 años, para poder detectar y eliminar las lesiones antes del 
desarrollo de la enfermedad (13, 14).  
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1.1.2. CCR hereditario no asociado a poliposis (Síndrome de Lynch)  
 
El cáncer colorrectal hereditario no asociado a poliposis (HNPCC) es una enfermedad 
dominante autosomal que predispone al desarrollo de diferentes tipos de tumores, 
especialmente el colorrectal (15, 16). Los pacientes con HNPCC presentan un diagnóstico 
temprano y un buen pronóstico de la enfermedad con una frecuencia en la población de 
1:1000 (17). Las vías de señalización molecular que están alteradas en este tipo de CCR se 
deben a la presencia de mutaciones en la línea germinal de los genes que participan en el 
sistema de reparación del DNA (mismatch repair, MMR): MSH2, MLH1, MSH6, PMS2 o 
PMS1 (18), lo que produce inestabilidad de microsatélites (MSI) (19).  
 
1.1.3. Poliposis Adenomatosa Familiar 
 
La Poliposis Adenomatosa Familiar (FAP) es una enfermedad dominante autosomal 
caracterizada por el desarrollo de cientos de adenomas en el colon y en el recto a edades 
tempranas. Este desarrollo tumoral se debe principalmente a alteraciones en el gen 
supresor de tumores APC (adenomatous polyposis coli). Su alteración produce inestabilidad 
cromosómica y desarrollo de CCR (20). 
 
1.1.4. Síndrome de poliposis con estructura hamartomatosa 
 
Se han descrito diferentes síndromes que producen el desarrollo de múltiples pólipos 
hamartomatosos en el tracto gastrointestinal. La mayoría de estos síndromes son 
hereditarios autosomales dominantes en los que se incluyen el síndrome de poliposis 
juvenil (JPS), el síndrome Peutz-Jeghers (PJS) o el síndrome de poliposis mixto hereditario. 
La progresión de estos tipos de pólipos no se ha descrito en profundidad debido a que son 
mecanismos diferentes a la secuencia clásica adenoma-carcinoma. Los cambios 
histológicos que se observan en estos pacientes consisten en una completa 
desestructuración de la lámina propia que iniciaría el desarrollo de cáncer epitelial (21, 22). 
 
1.1.5. Cáncer colorrectal esporádico 
 
La mayoría de los casos de cáncer colorrectal diagnosticados se deben a casos 
esporádicos en los que no existe ningún componente hereditario. En la década de los 80, el Dr. 
Bert Vogelstein propuso un modelo de carcinogénesis colorrectal donde una serie de 
alteraciones conllevaba la transformación de una lesión benigna en adenoma y finalmente en 
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un adenocarcinoma colorrectal (la secuencia adenoma-carcinoma) (23). La transición de un 
epitelio normal a un tumor maligno está asociado a eventos moleculares específicos que 
incluyen alteraciones en el número de cromosomas (aneuploidía) y alteraciones genéticas en 
oncogenes y genes supresores de tumores como KRAS o p53 (24-27). En los primeros eventos 
de esta vía de señalización aparece la deleción del gen APC, que se produce en 
aproximadamente el 60% de las neoplasias colorrectales. Las mutaciones en los oncogenes 
KRAS conllevan un aumento en el crecimiento y la progresión del adenoma hacia 
adenocarcinoma que se completa finalmente con la inactivación o mutación en p53 (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Secuencia adenoma – carcinoma propuesto por Vogelstein 
(John Hopkins Medicine).
 
Hoy en día, este modelo se considera demasiado esquemático y diferentes estudios 
sugieren que la carcinogénesis es un proceso extremadamente complejo con múltiples 
alteraciones genéticas adicionales en un gran número de oncogenes y genes supresores de 
tumores (28). La investigación actual se dirige a la identificación de los perfiles de alteraciones 
genéticas individuales que determinen el tipo de patología y el tratamiento de los casos 
esporádicos de CCR. 
Se han descrito tres mecanismos moleculares consecuencia de mutaciones somáticas 
previas que conducen a la malignización de la mucosa colorrectal: la inestabilidad cromosomal, 
la inestabilidad de microsatélites y el fenotipo hipermetilador de las islas CpG. Cada uno de 
estos mecanismos presenta diferentes alteraciones moleculares (29). 
 
a. Inestabilidad cromosomal 
 
La inestabilidad cromosómica es la ganancia o pérdida de cromosomas enteros o partes 
de ellos y se detecta en aproximadamente el 85% de los CCR (30). Entre los mecanismos que 
producen la inestabilidad cromosomal se encuentran alteraciones en los genes que participan 
en las interacciones entre el huso y el cinetocoro durante la mitosis, la condensación de los 
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cromosomas, la cohesión de las cromátidas hermanas y la regulación de los puntos de control 
del ciclo celular (25, 31). La citogenética convencional y los estudios de hibridación genómica 
comparativa (CGH) en CCR muestran la frecuente aparición de aberraciones cromosómicas 
como el aumento de 20q, 13q, 7p y 8q y la pérdida de 18q, 17p y 8p (162, 13, 148, 48, 112). La 
región más común de pérdida alélica (75% de los CCR) está en el cromosoma 17p que 
contiene el gen supresor TP53 (24). 
 
b. Inestabilidad de microsatélites (MSI) 
 
Los microsatélites son secuencias de DNA cortas de entre 1–6 pares de bases de 
longitud repetidas y distribuidas a lo largo del genoma humano. La MSI, es un tipo de 
inestabilidad genómica asociada a defectos en los procesos de reparación de DNA (DNA 
mismatch repairs, MMR), que producen alteraciones en la replicación del DNA y causan la 
aparición de inserciones y deleciones en los microsatélites. Estos defectos genéticos se 
describieron por primera vez en la década de los 90 y se han relacionado ampliamente con la 
patogénesis del cáncer. En la mayoría de los casos de cáncer colorrectal HNPCC se observa 
MSI, pero también aparecen en torno a un 20% en casos de cáncer colorrectal esporádico (32, 
33).  
Actualmente, se han identificado más de 30 mutaciones genéticas en tumores con 
alteraciones en el sistema MMR relacionadas con diversas funciones celulares como la 
reparación del DNA (MRE11A), receptores de factores de crecimiento (IGF receptor II) o 
factores pro-apoptóticos (BAX). Otra característica notable de los tumores tipo MSI es la baja 
frecuencia de mutaciones en KRAS o PI3K, cuyas alteraciones son muy prevalentes en la 
carcinogénesis colorrectal (34). 
Desde el punto de vista clínico, los tumores MSI se diagnostican fácilmente en fases 
tempranas. Además, son tumores poco diferenciados y presentan necrosis tumoral y una fuerte 
infiltración de células inflamatorias (35). 
 
c. Fenotipo hipermetilador de islas CpG 
 
 Las lesiones precursoras que conducen al desarrollo de carcinomas por esta vía son 
denominadas pólipos serrados. Estas lesiones incluyen la presencia de criptas intestinales 
hiperplásicas aberrantes, adenomas serrados y pólipos hiperplásicos. Estos tumores presentan 
un alto índice de hipermetilación en el DNA que lleva a la inactivación de la función de los 
genes supresores de tumores (36, 37). Los tumores de CCR muestran hipermetilación en 
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zonas concretas de los promotores genéticos conocidos como islas CpG (CIMP+) (38). Igual 
que los tumores resultantes de la inestabilidad cromosómica, los tumores CIMP+ muestran una 
serie de características clínico-patológicas bien definidas como una pobre diferenciación o una 
alta frecuencia de mutaciones en BRAF (39, 40). En cambio no presentan alteraciones clásicas 
en p53 o APC.  
 
2. Aparición y clasificación del cáncer colorrectal 
 
Los síntomas más comunes asociados a CCR son: dolor abdominal, sangrado rectal, 
alteraciones en la motilidad intestinal y pérdida involuntaria de peso (41). La presencia de estos 
síntomas varía según la localización del tumor. Por ejemplo, en tumores proximales es rara la 
presencia de sangrado rectal porque la sangre se mezcla con las heces a lo largo del tránsito 
colónico y desaparece. Esta sangre oculta en heces puede detectarse por una anemia 
ferropénica en los pacientes (42). Por otro lado, los tumores localizados en la zona rectal 
presentan importante sangrado y dolor pélvico (43). En pocos casos, los pacientes son 
asintomáticos y se identifican por obstrucción intestinal, fistulación o perforación de la pared 
intestinal (43).  
El estadiaje o clasificación del CCR cuantifica la extensión de la enfermedad y aporta la 
información necesaria para iniciar el tratamiento apropiado. Aunque existen diferentes sistemas 
de clasificación, el más aceptado a nivel internacional es el sistema TNM (Tumor Nódulo 
Metástasis), introducido por el comité de legislación americano en cáncer (AJCC) y la unión 
internacional contra el cáncer (UICC). Este sistema de clasificación tiene tres componentes: 
tumor primario (T), nódulos linfáticos proximales afectados (N) y la presencia de metástasis en 
otros tejidos (M). Éstos, se combinan para formar diferentes grupos de estadiaje (Figura 3).  
El sistema inicial de estadiaje de CCR fue el sistema de clasificación de Dukes. Este 
sistema lo propuso el Dr. Cuthbert Dukes en 1937  para la clasificación de cáncer rectal (44), y 
se modificó posteriormente para incluir los tumores colorrectales y la inclusión de un estadio “D” 
para indicar la presencia de metástasis distal. Este sistema clasifica a los tumores en función 
de la profundidad de la invasión en la pared intestinal y la presencia o ausencia de nódulos 
linfáticos afectados o metástasis distal. El estadio A indica que la lesión está localizada en la 
mucosa o submucosa colorrectal. En el B1, el tumor presenta extensión a la capa muscular y 
en el B2 el tumor penetra la capa muscular. En el estadio Dukes C se ha producido infiltración 
tumoral en los nódulos linfáticos bien sin infiltración de la pared intestinal (C1) o con 
penetración de la pared intestinal (C2). El estadio D indica la presencia de metástasis distales. 
En la Tabla 1 se muestra una comparación entre ambos sistemas de clasificación. 
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Figura 3. Progresión tumoral del CCR y su correspondencia con el Sistema de estadiaje TNM (Instituto 
Nacional de Salud de Estados Unidos). 
Aunque ambos sistemas aportan información útil para el pronóstico de la enfermedad, 
presentan diversos problemas dado que hay información que se debe obtener mediante cirugía 
(número de nódulos afectados en el paciente). 
 
Tabla 1. Comparativa entre la clasificación TNM y Duke’s
 
Clasificación
TNM T N M 
Clasificación 
Dukes 
0 T0 N0 M0 - 
I T1 N0 M0 A 
II T2 N0 M0 A 
IIA T3 N0 M0 B1 
IIB T4 N0 M0 B2 
IIIA T1 - 2 N1 M0 C1 
IIIB T3 - 4 N1 M0 C2 
IIIC Cualquier T N2 M0 C2 
IV Cualquier T Cualquier N M1 D 
 
 
 
3. Diagnóstico del cáncer colorrectal 
 
Según la aparición de los síntomas se van a realizar diferentes abordajes para el 
diagnóstico clínico. Por ejemplo, si un paciente presenta síntomas graves y peritonitis, el 
diagnóstico se puede producir durante la intervención quirúrgica. Sin embargo como la mayoría 
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de los pólipos y cánceres tempranos no muestran ningún síntoma, las técnicas más habituales 
para su detección son las siguientes: 
 
3.1. Diagnóstico por imagen y endoscopia 
 
La colonoscopia es la prueba más importante para la investigación y diagnóstico del 
CCR debido a que se visualiza directamente la mucosa del colon y del recto. Ofrece la 
posibilidad de tomar biopsias para su evaluación histológica, gracias a lo cual es capaz de 
detectar lesiones benignas, adenomas y/o tumores malignos. Entre las principales desventajas 
de esta técnica se encuentra su alta invasividad que puede suponer un aumento del riesgo de 
complicaciones, el elevado coste económico para el sistema sanitario y la poca adherencia a 
esta técnica entre los pacientes (45). La recto-sigmoidoscopia es una técnica endoscópica más 
sencilla que nos permite evaluar el colon distal y el recto, la cual es efectiva para el diagnóstico 
de la mayoría de los tumores colorrectales (46). Para aquellos pacientes en los que las técnicas 
endoscópicas no se recomiendan por edad u otras características, se puede realizar una 
colonoscopia virtual (también llamada colonografía tomográfica computarizada). Este método 
diagnóstico genera una reconstrucción tridimensional a partir de imágenes de rayos X tomadas 
alrededor de un eje de rotación. La prueba de doble contraste con enema de bario es una 
técnica radiológica para valorar fundamentalmente el colon izquierdo que en la actualidad 
apenas se utiliza para el diagnóstico de CCR debido al desarrollo de las técnicas anteriormente 
descritas. 
 
3.2. Pruebas diagnósticas: FOBT 
 
La prueba de sangre oculta en heces (FOBT) presenta la ventaja de ser simple y 
económica. Este método detecta la presencia de hemoglobina en el tracto gastrointestinal. 
Actualmente, están disponibles comercialmente dos tipos de FOBT. El guaiac FOBT que utiliza 
el producto químico guaiac para detectar la hemoglobina de la sangre y el FOBT 
inmunoquímico, que es más sensible porque utiliza anticuerpos contra la proteína hemoglobina 
humana (47). Estudios comparativos muestran que la precisión del FOBT inmunoquímico es 
superior al guaiac para la detección de CCR, siendo este test el recomendado en la actualidad 
para la detección de sangre oculta en heces en los estudios de cribado (48, 49). En ensayos 
clínicos aleatorios, el FOBT inmunoquímico ha mostrado la misma capacidad de detección de 
CCR que la colonoscopia (50, 51). Sin embargo, la FOBT presenta una baja sensibilidad, 
especialmente en estadios tempranos y una alta tasa de falsos positivos (es decir un falso 
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resultado positivo cuando en realidad no hay ninguna lesión que lo justifique) que requiere, si la 
prueba es positiva, el uso de un método invasivo como la colonoscopía para determinar si el 
paciente tiene CCR. 
 
3.3. Diagnóstico molecular. Uso  de biomarcadores 
 
Los biomarcadores son indicadores específicos de los estados biológicos y/o 
patológicos y pueden utilizarse no sólo para el diagnóstico, sino también para la clasificación de 
los pacientes y para predecir o monitorizar la respuesta a un tratamiento. Actualmente, existen 
pocas proteínas como biomarcadores de CCR, entre ellas destacan el CEA (antígeno 
carcinoembrionario) y el CA19.9 (52). El problema de estos biomarcadores es que su 
capacidad diagnóstica es baja para detectar CCR debido a que existen un amplio número de 
enfermedades inflamatorias que producen un aumento de sus niveles. Además, presentan una 
baja sensibilidad para la detección de estadios tempranos (53). Entre las enfermedades que 
producen un aumento en los niveles de CEA se encuentran la gastritis, enfermedad hepática, 
diverticulitis y cualquier estadio inflamatorio crónico o agudo. La sociedad americana de clínica 
oncológica (ASCO) y el Grupo Europeo de marcadores tumorales recomiendan que ni los 
niveles en suero de CEA ni de CA 19-9 se utilicen para realizar el cribado de CCR (54). Sin 
embargo, los niveles de CEA en suero sí son útiles para el pronóstico de pacientes a los que se 
les ha diagnosticado CCR porque los pacientes con niveles de CEA superiores a 5 ng/ml 
presentan un peor pronóstico (independientemente del estadio del CCR). Además, la ASCO 
recomienda el seguimiento de los niveles de CEA en el pre y post-operatorio, ya que es un 
marcador de recidiva después de la cirugía (55). 
 
4. Biomarcadores en CCR 
 
Actualmente, las tecnologías “ómicas” permiten identificar, cuantificar y caracterizar 
miles de genes o proteínas en muestras biológicas complejas. Ello ha hecho posible el estudio 
a nivel global de las características de un tumor y ha permitido un gran avance en el 
descubrimiento de nuevos marcadores asociados a cáncer y al desarrollo de nuevas dianas 
terapéuticas. Los biomarcadores se clasifican generalmente en dos grupos: biomarcadores 
genéticos y proteómicos. 
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4.1. Biomarcadores genéticos  
 
Desde la década de los 90, el desarrollo de la tecnología de los microarrays de DNA ha 
permitido pasar del estudio de un gen individual al estudio simultaneo de miles de genes (56). 
Comparando los perfiles de expresión de una muestra normal frente a una tumoral se pueden 
definir patrones de expresión génica propios de un determinado tipo de cáncer. Utilizando los 
microarrays de DNA se han caracterizado varios tipos de cáncer como el de mama (57), 
próstata (58), vejiga (59) o melanoma (60), entre otros, permitiendo caracterizar los genes que 
se expresan de forma anómala en dichos tumores. Hasta hoy, sólo los estudios de perfiles de 
expresión génica en cáncer de mama han demostrado ser clínicamente útiles (61).  
En cáncer colorrectal destacan dos estudios publicados en el año 2013 que clasifican el 
CCR en diferentes subtipos en función de sus patrones de expresión génico y las respuestas a 
terapias específicas (62-64). A pesar de las diferencias en el enfoque y clasificación de los 
subtipos de CCR, ambos estudios son capaces de clasificar el CCR con un pequeño número 
de genes, y podrían ser extrapolables a la rutina clínica.  
 
4.2. Biomarcadores proteómicos 
 
Las proteínas que presentan modificaciones en sus niveles de expresión durante la 
progresión del cáncer son buenas dianas para su diagnóstico y tratamiento. El desarrollo de la 
proteómica ha permitido identificar tanto proteínas cuya abundancia está relacionada con la 
progresión tumoral, como modificaciones postraduccionales presentes en las proteínas de las 
células y los tejidos que son determinantes a la hora de otorgar un fenotipo tumoral a la célula. 
Para la búsqueda de nuevos biomarcadores en CCR existen, al menos dos 
aproximaciones diferentes: el estudio de la expresión diferencial de las proteínas en las células 
o tejidos mediante espectrometría de masas y el estudio de la respuesta humoral del 
organismo frente a proteínas tumorales. 
 
4.2.1. Respuesta humoral en cáncer y autoanticuerpos como biomarcadores de 
diagnóstico y pronostico 
 
Los pacientes con cáncer pueden desarrollar una respuesta humoral debido a la 
presencia en el tumor de proteínas que están sobreexpresadas, mutadas, mal plegadas, en 
localizaciones subcelulares erróneas o degradadas de manera aberrante (65, 66), produciendo 
autoanticuerpos frente a ellas (67) (Figura 4). Estas proteínas se denominan antígenos 
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asociados a tumor (AATs) y los anticuerpos que se producen frente a estos AATs son 
biomarcadores de cáncer de gran calidad porque son muy estables y su presencia en el suero 
se produce en la fase asintomática del cáncer (68). La mayoría de  los  autoanticuerpos  en  el  
suero  de  pacientes  con  cáncer  reconocen  proteínas alteradas asociadas a procesos de 
carcinogénesis como el ciclo celular, transducción de señales, proliferación o apoptosis. Por 
ello, la identificación y caracterización de estas moléculas ayudaría a describir eventos 
moleculares asociados al proceso de la carcinogénesis. La “inmunómica” del cáncer es un área 
importante de investigación y se ha utilizado para identificar biomarcadores potenciales en 
distintos tipos de cáncer (69-71). 
 
Figura 4. Desarrollo de la respuesta humoral en pacientes de CCR. El desarrollo tumoral va a producir 
alteraciones en las proteínas que van a permitir la producción de una respuesta autoinmune que participa en 
impedir la progresión tumoral. La producción de autoanticuerpos puede ser detectada por técnicas de 
inmunodetección como ELISA o el uso de microarrays de proteínas que van a permitir la identificación de firmas de 
AAT específicas de cada tumor, siendo útiles para el diagnóstico y pronostico en cáncer (adaptado de Invitrogen). 
 
Para la identificación de los autoanticuerpos presentes en el suero de los pacientes de 
CCR se recurre al uso de microarrays de proteínas y donde los AATs están inmovilizados. La 
detección de esta interacción permite la identificación de los autoanticuerpos y de sus proteínas 
reactivas respectivas como biomarcadores potenciales de la enfermedad. Los microarrays de 
proteínas recombinantes humanas de alta densidad pueden contener hasta 9000 proteínas 
humanas expresadas en células de insecto Sf9 (ProtoArrays™, Invitrogen). Las proteínas 
impresas en el microarray se conocen a priori lo que hace que la identificación de los AATs sea 
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más sencilla. Sin embargo, el alto coste de estos microarrays provoca que normalmente se 
utilicen pocas muestras y la validación se realice mediante otras pruebas ortogonales, como el 
ELISA, donde se puede aumentar significativamente el número de muestras analizadas. 
 
4.2.2. Antígenos asociados a cáncer colorrectal 
 
Nuestro grupo identificó y caracterizó en 2009 la respuesta humoral a CCR mediante 
cribado con microarrays comerciales de proteínas, describiendo un total de 43 antígenos 
asociados a tumor (AAT). Los autoanticuerpos contra 6 AAT (PIM1, MAPKAPK3, FGFR4, 
STK4, SRC y ACVR2B) demostraron ser buenos marcadores de diagnóstico temprano para 
cáncer colorrectal (72, 73). Además, se encontró que la combinación de cuatro AAT (FGFR4, 
PIM1, MAPKAPK3 y ACVR2B) junto con péptidos de los TAAs GTF2i, NHSL1 y SREBF2 
desplegados en fagos (74), permitía discriminar sueros de pacientes con CCR frente a sueros 
control con gran especificidad y sensibilidad (72). Por otra parte, los TAAs identificados eran en 
su mayor parte quinasas por lo que podrían ser potenciales dianas terapéuticas en CCR, por su 
participación en procesos de regulación de la transcripción, el crecimiento celular o la 
diferenciación.  
Entre los antígenos más inmunorreactivos a los autoanticuerpos de pacientes se 
encontraron las quinasas FGFR4 y PIM1 (72). En los trabajos previos de caracterización de 
estos antígenos realizados en nuestro grupo se evalúo su capacidad inmunogénica, pero no las 
posibles causas de su inmunogenicidad (i.e. sobreexpresión, mutación, degradación aberrante, 
hiperactivación, glicosilación aberrante…), o su implicación en el desarrollo tumoral de CCR 
(75).  
 
4.2.2.1. FGFR4 (Receptor del factor de crecimiento de fibroblasto 4) 
 
FGFR4 es un receptor de membrana de 120 kDa, con tres dominios inmunoglobulina 
extracelulares, una región transmembrana con 26 aminoácidos y un dominio intracelular con 
actividad tirosín quinasa (76). FGFR4 presenta además una segunda isoforma que es 
secretada sin dominio intracelular ni transmembrana.  
FGFR4 se encuentra en la membrana plasmática, pero también puede internalizarse 
formando complejos con sus ligandos y desarrollar su función directamente en el citosol o en el 
núcleo. FGFR4 juega un papel en la regulación de la proliferación celular, diferenciación y 
migración. Cuando se une a sus ligandos en la superficie celular se produce la dimerización del 
receptor, lo que provoca su auto-fosforilación y la iniciación de la transducción de señal (Figura 
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5). El ligando principal de FGFR4 es FGF19, aunque existen evidencias de que no siempre es 
necesaria la presencia de un ligando de la familia FGF para que se produzca la señalización 
por FGFR4. Por ejemplo, en presencia de heparina (77) o formando complejos con NCAM (78). 
Un regulador clave en la vía de señalización de FGFR4 es el co-receptor β-Kloto (KLB), una 
proteína transmembrana de 130 kDa que presenta un perfil de expresión más restrictivo, 
limitándose a tejido adiposo, páncreas e hígado. KLB y FGFR4 se encuentran en altos niveles 
en hepatocitos maduros, donde KLB estabiliza la unión de FGF19 a FGFR4 para regular la 
producción del colesterol-7-α-hidroxilasa (CYP7A1) y por tanto la producción de ácido biliar 
(79). 
 
 
Figura 5. Señalización de FGFR4 en proliferación, supervivencia y migración celular relacionadas con 
cáncer. La señalización de FGFR4 depende tanto de la homo- o hetero-dimerización del receptor, como de los 
distintos ligandos que se unen a su dominio extracelular. Las diferentes activaciones del receptor pueden producir la 
señalización a través de distintas vías que implican diferentes quinasas como ERK, AKT o SRC asociadas a distintas 
funciones celulares, o la activación de rutas de síntesis como la del ácido biliar en el hígado (76).  
 
Por otra parte, FGFR4 forma complejos con MT1-MMP, donde MT1-MMP y FGFR4 son 
regulados de maneras opuestas en la progresión tumoral dependiendo de la presencia del 
polimorfismo rs351855 que produce el cambio de la glicina 388 por una arginina (80). Este 
polimorfismo es capaz de potenciar la estabilización del receptor e inducir la fosforilación de 
MT1-MMP aumentando su actividad (81). 
FGFR4 no es esencial ni durante la embriogénesis ni en el individuo adulto (82) aunque 
participa en varias rutas relacionadas con la homeostasis energética como la regulación de la 
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glucosa y los niveles de triglicéridos en plasma (83, 84). Se ha descrito su expresión en un gran 
número de tejidos. En patologías neoplásicas como rabdomiosarcoma, FGFR4 se encuentra 
sobreexpresado y se ha asociado a una menor supervivencia (75). Además, en 
rabdomiosarcoma se han encontrado mutaciones puntuales activadoras de la actividad de 
FGFR4 que luego se han descrito en otros tumores, como en cáncer de mama (85). 
 
 
4.2.2.2. PIM1 (Protooncogén serín treonín quinasa 1) 
 
PIM1 es el miembro más estudiado de la familia PIM (proviral insertion site in Moloney 
murine leukemia virus) compuesta por tres miembros (PIM1, PIM2 y PIM3). Estas serín treonín 
quinasas se encuentran muy conservadas en los organismos pluricelulares. PIM1 presenta dos 
isoformas, una de 34 kDa y otra de 44 kDa, debido a que la traducción del mRNA se puede 
iniciar por un sitio alternativo al ATG (86). Ambas isoformas presentan una actividad quinasa in 
vitro muy similar. La principal diferencia radica en la presencia en la isoforma de 44 kDa de un 
dominio rico en prolina en el amino terminal capaz de unirse a dominios SH3 del receptor 
tirosín quinasa ETK, por lo que podría encontrarse anclado a membrana (87). 
La expresión génica de PIM1 aumenta por la acción de citoquinas, factores de 
crecimiento y algunas hormonas como por ejemplo G-CSF, GM-CSF, eritropoyetina, 
interleuquinas (como IL-2), interferones o prolactina (88). Estos factores actúan a través de la 
vías JAK/STAT, siendo los factores STAT3/5 y NF-κB los principales factores del aumento en 
los niveles de transcripción al unirse al promotor del gen de PIM1 (89-91). PIM1 es capaz de 
fosforilar y estabilizar las proteínas SOCS lo que produce una retroalimentación negativa de la 
vía JAK/STATs (92). La carencia de dominios regulatorios en la estructura de la proteína, 
permite que PIM1 se encuentre constitutivamente activa, por lo que su regulación (transcripción 
y traducción) se realiza principalmente a nivel del mRNA y la degradación proteosomal de la 
proteína (93). Además, se ha observado que la proteína regula su estabilidad mediante los 
niveles de fosforilación. PIM1 es capaz de autofosforilarse (94). Aunque la fosforilación por 
otras quinasas todavía no se conoce, sí se conoce su regulador negativo: la fosfatasa PP2A, 
que defosforila PIM1 y promueve su degradación (95). PIM1 es capaz de fosforilar a un gran 
grupo de sustratos y regular diferentes procesos celulares como la progresión del ciclo celular, 
la división celular, los procesos de diferenciación y la apoptosis (Figura 6). 
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Figura 6. Vías de señalización y sustratos relacionados con PIM1. La activación de la expresión de PIM1 por 
diferentes vías de señalización o factores de transcripción van a permitir la fosforilación por PIM1 de distintas 
proteínas implicadas en procesos de ciclo celular como p21WAF1, p27KIP1 o Myc. Además, juega un papel regulador 
importante debido a que su expresión es capaz de inhibir la apoptosis celular por inhibición o activación de 
miembros de la familia Bcl-2. También se ha relacionado a PIM1 con procesos de migración celular en leucemia.   
 
PIM1 se expresa a altos niveles en tejidos hematopoyéticos y linfoides, como la médula 
ósea, el timo o el bazo (93), y en tejidos no hematopoyéticos como la glándula prostática o el 
hipocampo. La sobreexpresión de PIM1 se descubrió en leucemia mieloide humana de células 
T, y otros tipos de linfomas. Recientemente se ha descrito su sobreexpresión en distintos 
tumores sólidos como próstata, páncreas, liposarcoma o cáncer hepático (96-98). A nivel 
celular podemos detectar PIM1 tanto en el citoplasma como en el núcleo.  
Uno de los sustratos mejor descritos de PIM1 es p21WAF1 (99). PIM1 fosforila al inhibidor 
CDK p21WAF1  en su tirosina 145, promoviendo su transporte al núcleo e inactivando p21WAF1. 
La fosforilación del inhibidor CDK p27KIP1 produce un incremento de su degradación 
proteosomal y la progresión del ciclo celular. PIM1 tiene también la capacidad de fosforilar 
Cdc25A y Cdc25C por lo que es capaz de inducir las transiciones G1/S y G2/M del ciclo celular, 
según los niveles de fosforilación de estas proteínas (100). PIM1 es capaz de participar en la 
regulación de procesos de migración en células de leucemia linfática crónica (LLC), debido a 
que participa en la estabilización en la membrana del receptor de quimioquinas CXCR4, 
cuando es fosforilado por PIM1. Además, se ha descrito que PIM1 regula la fosforilación de 
otros factores de transcripción como FoxO3a o BAD (101),  actuando  PIM1 como un factor de 
supervivencia oncológico que es capaz de bloquear la muerte por apoptosis de las células que 
lo sobreexpresan. Otro de los sustratos mejor estudiados de PIM1 es c-MYC. Así, PIM1 
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participa en el incremento en la actividad transcripcional de c-MYC, fosforilando c-MYC e 
incrementando su vida media (102). Finalmente, PIM1 también es capaz de fosforilar a 4E-BP1, 
el cual es capaz de inhibir eIF-4e uniéndose a él. Dado que eIF-4E es un factor limitante de la 
síntesis proteica, una de las posibles autorregulaciones de PIM1, consiste en regular su 
traducción dependiente de 5´-cap (98).  
 
5. El microambiente tumoral  
 
El microambiente tumoral es el lugar donde las células tumorales crecen y se 
desarrollan. Se trata de un ambiente complejo con zonas invasivas del tumor, células epiteliales 
tumorales, estroma, vasos sanguíneos, células inflamatorias infiltradas, matriz extracelular y 
fibroblastos (103) (Figura 7). 
El microambiente tumoral representa una interfase dinámica entre el tumor y el tejido 
normal, donde se producen diferentes eventos moleculares que juegan un papel clave en la 
oncogénesis e invasión tumoral. Esto se debe a la presencia de factores de crecimiento, 
citoquinas y quimioquinas, que pueden activar a las células presentes en esta interfase (104-
106). Los cambios que ocurren en el microambiente tumoral son similares a los que se 
producen en inflamaciones crónicas con secreción de citoquinas proinflamatorias como TNFα o 
IL-1 (107), claves en angiogénesis, proliferación celular o remodelación de la matriz 
extracelular, los cuales son eventos fundamentales en la progresión y desarrollo tumoral (108).  
El principal componente del estroma tumoral son los fibroblastos, encargados de formar 
la estructura y sintetizar los componentes de la matriz extracelular, como colágenos o 
fibronectina. En condiciones normales los fibroblastos se mantienen en un estado quiescente y 
sólo se activan en procesos de cierre de herida o fibrosis, situaciones que requieren de una 
remodelación tisular (109, 110). Los fibroblastos activos secretan altos niveles de proteínas  de 
matriz extracelular y proliferan más que los fibroblastos no activados. La activación de los 
fibroblastos puede deberse a diferentes estímulos como factores de crecimiento o citoquinas 
como TGFβ. El papel que juegan los fibroblastos activos en el estroma tumoral, también 
llamados fibroblastos asociados a cáncer (CAFs), consiste en la participación directa como 
promotores del crecimiento y progresión tumoral. La participación de los CAFs en la transición 
epitelio-mesénquima (EMT) es un área activa de investigación. 
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Figura 7. Representación esquemática del estroma tumoral y el papel central de los fibroblastos asociados 
a cáncer en la señalización sobre otros tipos celulares (103). 
 
 
5.1. La transición epitelio mesénquima y Snail1 
 
La EMT se considera como uno de los eventos claves en la evolución tumoral, 
facilitando la invasión y la metástasis. La EMT produce importantes cambios en la morfología y 
el comportamiento de las células epiteliales.  La caracterización a nivel celular y molecular de la 
EMT nos permite destacar las tres características más importantes que suceden en este 
proceso (111, 112): 
 
 Cambios morfológicos de las células epiteliales de polaridad apical-basal hacia células 
mesenquimales sin polaridad definida.  
 Pérdida de expresión de proteínas implicadas en uniones célula-célula como E-
cadherina, citoqueratinas y filamentos intermedios, y el aumento de la expresión de 
vimentina, fibronectina y algunas cadherinas de carácter mesenquimal.  
 Cambios funcionales asociados a la conversión de una célula estacionaria o sésil a 
células móviles con capacidad de invadir la matriz extracelular. 
 
Diferentes moléculas controlan el inicio y desarrollo de la transición epitelio-
mesénquima en las células tumorales. Entre las moléculas que participan en la activación de la 
EMT, la más importante es el factor de crecimiento TGFβ, que a su vez induce la expresión de 
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Snail1 (113, 114). Snail1, a su vez, es el principal factor de transcripción que participa en el 
control de la expresión de los genes que producen los cambios fenotípicos asociados a la EMT. 
Snail1 es una proteína de 264 aminoácidos en la que podemos definir dos dominios que 
interactúan íntimamente. El dominio carboxi terminal es responsable de la unión a la 
denominada caja E de DNA, con especificidad para la secuencia 5’-CANNTG-3’. En este 
carboxi terminal aparecen 4 dedos de zinc, encargados de mediar el reconocimiento de la caja 
E a los promotores de los genes que regula (115). En el amino terminal encontramos el dominio 
SNAG, que recluta proteínas encargadas de la remodelación de la cromatina como las histona-
deacetilasas (HDAC), mSIN3 o el complejo represor del “polycomb” (116-118). Este dominio 
otorga el carácter de represor transcripcional a Snail1. 
Snail1 reprime directamente una amplia variedad de genes, siendo el más importante el 
gen de la E-cadherina, clave para el cambio morfológico de la célula epitelial en la progresión 
tumoral (119). Además, también reprime otros genes que codifican para mucinas y 
citoqueratinas, proteínas de uniones estrechas como ocludinas y claudinas, y proteínas 
responsables de apoptosis y ciclo celular como p53, PTEN y ciclina D2 (120-122). Snail1, de 
manera directa o indirecta, es capaz de estimular la expresión de distintas proteínas como 
proteasas de matriz, el factor Wnt, Twist1, Zeb-1 o Lef y proteínas mesenquimales como 
vimentina o fibronectina (123).  
 
Figura 8. La transición epitelio-mesénquima en cáncer.  La iniciación de la EMT constituye en primer paso hacia 
el proceso metastásico, permitiendo la intravasación de las células tumorales. La transición mesénquima epitelio 
(MET) es el paso que va a permitir la extravasación del torrente sanguíneo o linfático al final del proceso 
metastásico y que permite la colonización de otros órganos(124). 
 
Existen estudios previos que indican la relación entre algunos receptores de la familia 
de FGFR y este proceso principalmente en el desarrollo embrionario. El receptor FGFR1 es 
capaz de dirigir la transición epitelio-mesénquima en células del epiblasto durante el desarrollo 
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embrionario (125) y en el desarrollo de algunos tumores como el de próstata (126). FGFR2, 
presenta una isoforma con expresión en células epiteliales (FGFR2IIIb) y otra con expresión en 
células mesenquimales (FGFR2IIIc) (127). Además, se ha visto que se produce un cambio 
entre estas dos isoformas en células epiteliales de tumores de próstata (128, 129). Este cambio 
entre isoformas permite la expresión y estabilización de diferentes proteínas en la membrana 
celular, como el aumento de E-cadherina en células cancerosas epiteliales con características 
mesenquimales aumentando la capacidad metastásica. 
La sobreexpresión de Snail produce un cambio de las células epiteliales hacia un 
fenotipo mesenquimal que va a permitir su extravasación a vasos sanguíneos y/o linfáticos, lo 
que constituye el primer paso hacia el proceso metastásico (Figura 8). 
El estudio de Snail1 en carcinomas muestra que su distribución es limitada, 
restringiéndose prácticamente a las células estromales que se encuentran en el frente de 
avance del tumor. Estos resultados demuestran que Snail1 está presente en células 
mesenquimales activas y sugieren que tienen un papel importante en la comunicación entre el 
tumor y el estroma (130). 
 
5.2. Snail1 y su participación en la diferenciación celular de fibroblastos tumorales 
 
Dentro del estroma tumoral, una de los principales fuentes de CAFs son las células 
madre mesenquimales (MSC). Se ha descrito que las MSC participan en la diferenciación hacia 
CAFs o la formación de vasos sanguíneos que irrigan al tumor (131). Las MSC presentes en el 
estroma pueden mantenerse en un estado quiescente, proliferar o diferenciarse hacia otros 
tipos celulares, siendo clave en la homeostasis y el desarrollo normal de los tejidos. Los 
mecanismos moleculares por los cuales las MSC son capaces de salir del ciclo celular y 
diferenciarse en distintas estirpes celulares como osteoblastos, adipocitos o miofibroblastos, no 
se conocen con exactitud. En la médula ósea, las MSC contribuyen a la regeneración de 
multitud de tejidos mesenquimales como hueso, cartílago, músculo, ligamentos, tendones, 
tejido adiposo y estroma (132-135). La mayoría de los tejidos adultos contienen poblaciones de 
células madre que son capaces de renovar el tejido después de un evento traumático, 
enfermedad o envejecimiento. 
Recientemente, han aparecido diversos trabajos que estudian la sobreexpresión de 
Snail1 y como inhibe la diferenciación en células mesenquimales como las células 3T3-L1, 
C2C12 o MSC hacia otros tipos celulares como osteoblastos o adipocitos (136). Snail1 regula 
la diferenciación hacia osteoblastos a través de la represión de la expresión de distintas 
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proteínas como Runx2 y el receptor de la vitamina D (137). Los estudios publicados sobre la 
inhibición de la diferenciación adipocítica por Snail1 muestran cierta controversia sobre los 
mecanismos moleculares responsables de esta inhibición. Por un lado, se ha descrito que 
Snail1 induce la expresión de marcadores de fibroblastos activos como CD44 o S100A4 e 
inhibe la diferenciación mediante la activación de AKT (136). Por otro lado, se ha descrito la 
represión directa de Snail1 sobre los promotores de factores de transcripción claves en la 
diferenciación adipocítica como PPARγ (138). Además de la diferenciación, Snail1 controla las 
propiedades tumorigénicas de las células mesenquimales. El aumento de la expresión de 
Snail1 produce un aumento de los niveles de proliferación en fibroblastos (139). En las células 
mesenquimales la expresión de Snail1 induce la formación de sarcomas cuando se inyectan en 
ratones atímicos; además, el análisis inmunohistoquímico de sarcomas humanos como el 
leiomiosarcoma o el osteosarcoma muestra altos niveles de expresión para Snail1 (139). Este 
efecto es contrario al observado en células epiteliales donde Snail1 disminuye la proliferación 
(122), y podría explicar que la expresión de Snail1 en tumores epiteliales se localice en áreas 
estromales, donde se produce la invasión y la inflamación (130, 140). 
Por otro lado, Snail1 es capaz de inhibir la diferenciación adipocítica (136). La 
adipogénesis se produce a través de una compleja cascada de factores de transcripción y 
moléculas señalizadoras celulares guiadas por la expresión de la familia de factores 
transcripcionales C/EBP (CCAAT/enhancer-binding) y PPAR (peroxisome proliferator-activated 
receptor) (141, 142). Ésta diferenciación es un proceso secuencial que se inicia con la 
inducción de C/EBPδ y C/EBPβ y, posteriormente, continúa con la expresión de C/EBPα y 
PPARγ. Estos dos últimos factores de transcripción son los encargados de inducir el programa 
final de la expresión génica que dirige la diferenciación adipocítica (Figura 9).  
La adipogénesis juega un papel clave en el desarrollo del cáncer colorrectal por su 
participación directa en dos procesos: la obesidad y la caquexia. La obesidad es un factor de 
riesgo en los tumores más comunes  (143-145). De hecho, existen numerosos estudios que 
relacionan la obesidad con el incremento del riesgo en la mortalidad y recidivas en cáncer, 
especialmente en cáncer de mama y próstata (146, 147). En CCR la obesidad parece estar 
asociado a un aumento en la mortalidad, sin embargo no existen estudios definitivos donde se 
haya demostrado esta relación como en otros tipos de tumores. El otro proceso donde la 
adipogénesis juega un papel clave es el llamado síndrome de la caquexia cancerosa. Se trata 
de un estado hipercatabólico caracterizado por la pérdida de peso y reducción tanto de la masa 
muscular como del tejido adiposo (148). Este síndrome está presente en más de dos terceras 
partes de los pacientes que mueren de cáncer y que puede ser la causa directa del 25% de los 
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fallecimientos (149, 150). Los cambios metabólicos producidos por este síndrome se relacionan 
principalmente a la aparición de citoquinas proinflamatorías como TNFα, IL-6 o IL-1, pero 
todavía hoy en día se están definiendo los posibles mecanismos que llevan a la alteración de 
los tejidos musculares y adiposos (151-153).   
 
 Figura 9. Expresión de los factores de transcripción durante la diferenciación adipocítica. Tras la activación 
de la diferenciación adipocítica mediante diferentes estímulos hormonales, se inicia la fase temprana asociada al 
aumento en los niveles de proliferación celular. Posteriormente, se induce la expresión de factores de transcripción 
de la familia C/EBP y PPAR que dirigen la expresión de los genes específicos, encargados de los cambios 
fenotípicos característicos que conducen a la diferenciación final hacia adipocitos (154). 
 
 
6. Proteómica y espectrometría de masas 
 
La proteómica es un conjunto de metodologías cuyo objetivo fundamental consiste en la 
identificación del conjunto de proteínas (proteómica cualitativa), el análisis comparativo de los 
cambios en los niveles de expresión del conjunto de proteínas (proteómica cuantitativa), el 
análisis de los cambios químicos producidos en las proteínas modificando su actividad 
biológica (modificaciones post‐traduccionales) y el análisis de las interacciones proteína‐
proteína. 
La proteómica se basa en el análisis de proteínas de forma aislada, separándolas 
mediante técnicas de electroforesis monodimensional (1‐DE) o bidimensional (2‐DE) en geles 
de poliacrilamida o mediante isoelectroenfoque en solución (OFFGEL). Las muestras así 
fraccionadas se digieren posteriormente con tripsina u otras enzimas proteolíticas, los péptidos 
se separan por cromatografía y se analizan por espectrometría de masas (155). En la 
actualidad, el analizador de masas LTQ-Orbitrap es el más utilizado en espectrometría de 
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masas y el que se ha utilizado en esta Tesis Doctoral. Consiste en un espectrómetro de masas 
híbrido formado por dos analizadores, una Trampa Iónica lineal modificada con doble detector, 
acoplada a un analizador de masas electrostático de alta resolución, denominado Orbitrap 
(Figura 10). En este analizador, los iones se inyectan tangencialmente en un campo eléctrico 
entre los electrodos y quedan atrapados porque su atracción electrostática hacia el electrodo 
interior es contrarrestada por la fuerza centrífuga. Así los iones giran alrededor del electrodo 
central y se mueven adelante y atrás a través del eje del electrodo central. Los iones con una 
relación masa-carga específica se mueven en anillos que oscilan alrededor del huso central. La 
frecuencia de estas oscilaciones armónicas es independiente de la velocidad del ion e 
inversamente proporcional a la raíz cuadrada de la relación masa-carga, todo este calculo se 
basa en la Transformada de Fourier (156). Actualmente, la identificación más común de 
proteínas se produce a través de la fragmentación de sus péptidos en una cámara de colisión 
CID (collision‐induced dissociation). En CID, los péptidos ionizados se aceleran mediante un 
potencial eléctrico hacia niveles de alta energía cinética, y colisionan con las moléculas neutras 
de un gas (normalmente He, N o Ar) (157). El método CID produce generalmente la 
fragmentación del enlace peptídico, generando espectros MS/MS o MS2, que permiten 
identificar la secuencia peptídica a partir de la relación m/z de los diferentes fragmentos. Esta 
identificación se realiza normalmente de manera automática comparando los espectros teóricos 
generados en las bases de datos mediante motores de búsqueda como MASCOT o SEQUEST 
(158, 159). Además, el LTQ-Orbitrap incorpora una cámara de colisión adicional que se 
denomina HCD (high collision dissociation) que permite la obtención de fragmentos en la región 
baja del espectro (160). El HCD se puede definir como un CID de alta energía, en esta cámara 
los iones precursores tienen una energía cinética más alta y su activación es muy rápida. Se 
suele usar He como gas de colisión y los espectros de fragmentación generados suelen 
contener, además de los iones de las series convencionales, iones producidos por 
fragmentaciones múltiples. Este tipo de fragmentación nos va a permitir identificar los 
reporteros liberados en la fragmentación de los péptidos que se encuentran en la región de 
bajo m/z del espectro y se utilizan para la cuantificación de experimentos de proteómica 
cuantitativa con marcaje isobárico como veremos posteriormente.  
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Figura 10. Esquema de la estructura del LTQ Orbitrap Velos (Adaptado de Thermo Scientific). 
 
 
6.1. Proteómica cuantitativa 
 
Las herramientas de proteómica cuantitativa basadas en la espectrometría de masas 
juegan un papel fundamental en la investigación biomédica para entender los procesos 
fisiológicos y patológicos debidos a los cambios dinámicos del proteoma. Este tipo de 
aproximaciones se basa en la comparación de dos o más estados diferentes de un mismo 
proteoma, usando marcajes isotópicos estables, lo que confiere una diferencia de masa en los 
espectros MS o MS/MS de cada uno de los péptidos analizados. La intensidad relativa evalúa 
la proporción exacta de cada proteína presente en las muestras originales. En estas técnicas, 
los isótopos se pueden introducir en la muestra mediante la incorporación metabólica de 
aminoácidos marcados (SILAC) (161, 162) o mediante una reacción química con un reactivo 
marcado isobáricamente (TMT o iTRAQ) (163, 164). 
 
 Marcaje metabólico SILAC 
 
El marcaje SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture) se basa en la 
incorporación metabólica estable de aminoácidos marcados en uno o varios átomos pesados 
(13C y/o 15N) (165) al proteoma celular in vivo mediante cultivo celular. Normalmente se utilizan 
lisina y arginina marcadas, ya que la digestión con tripsina asegura que los péptidos trípticos 
tendrán su extremo carboxilo terminal marcado. Posteriormente, se mezcla la misma cantidad 
de células de los dos estados biológicos a comparar, se extraen las proteínas y se digieren con 
tripsina. Los péptidos resultantes se analizan por espectrometría de masas para su 
identificación y cuantificación. Dicha cuantificación se realiza comparando las intensidades de 
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los picos correspondientes al mismo péptido en el espectro MS, dado que coeluyen y se 
encuentran separados por la diferencia de masa que corresponde al marcaje isotópico (Figura 
11). 
 
Figura 11. Esquema de marcaje metabólico tipo SILAC (Adaptado de Thermo Scientific). 
 
Este tipo de marcaje tiene la ventaja de presentar una variabilidad analítica muy baja 
tras el procesamiento de la muestra, ya que la unión de las muestras es previa a la extracción 
de proteínas del lisado celular. Sin embargo, la técnica SILAC solo es aplicable a cultivos 
celulares y no a fluidos biológicos o a tejidos. Recientemente se han generado unos modelos in 
vivo con ratones (166) o Drosophila melanogaster (167) con dietas que incorporan lisina 
pesada, pero tienen un elevado coste económico y, desafortunadamente, no se pueden aplicar 
a modelos humanos. 
 
 Marcaje isobárico TMT o iTRAQ 
 
El marcaje isobárico se realiza in vitro y se fundamenta en la incorporación de 
reporteros químicos marcados isotópicamente que se unen covalentemente a los péptidos. No 
tiene restricciones en cuanto a su aplicabilidad al estudio de cualquier tipo de muestras 
biológicas. Sin embargo, presenta una mayor variabilidad experimental, porque los péptidos 
marcados se mezclan después de la digestión. Existen dos estrategias de marcaje: el marcaje 
isotópico con TMT (tandem mass tag) o iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute 
Quantification), que permiten la cuantificación relativa de 2 a 10 proteomas en el mismo 
experimento.  
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Figura 12. Esquema de marcaje químico mediante TMT-6 plex (Adaptado de Thermo Scientific). Tras la 
digestión tríptica de las muestras proteicas, se procede al marcaje isobárico de los péptidos. Una vez realizado el 
marcaje con las seis etiquetas (tags) del TMT, se mezclan las muestras y se realiza su análisis mediante 
espectrometría de masas (LC-MS/MS). Cuando se produce la fragmentación del péptido para la identificación de su 
secuencia, se liberan los tags de ese péptido para cada muestra, que tienen una m/z diferente permitiendo la 
cuantificación relativa de cada una de las muestras con respecto a las otras muestras marcadas.  
 
El reactivo TMT o iTRAQ se compone de un grupo reportero, un grupo reactivo de unión a 
grupos amino del extremo N‐terminal y de los residuos de lisina y un grupo de balance de 
masas. Los reactivos son isobáricos, y así, los péptidos marcados tienen la misma masa 
molecular, y eluyen y fragmentan a la vez. Durante la fragmentación, el enlace entre el grupo 
reportero y el grupo de balance de masas se rompe fácilmente y libera los iones reporteros 
monocargados de distinta masa (TMT: m/z 126 a 131 y iTRAQ: m/z de 113 a 121) para cada 
una de las muestras. La intensidad de dichos iones reporteros permite la cuantificación relativa 
de las distintas especies marcadas (Figura 12). Otra diferencia respecto al SILAC es que la 
cuantificación se realiza a nivel del espectro MS/MS, y no de MS.  
 
Las diferentes herramientas proteómicas nos ha permitido en esta tesis doctoral en ampliar el 
conocimiento de nuevas vías de señalización para FGFR4 que nos ayudan a explicar algunos 
de los efectos observados en células de CCR y de la identificación de nuevas proteínas 
controladas por Snail1 en el núcleo de las células mesenquimales y su papel en la 
adipogénesis.
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Los principales objetivos de esta Tesis Doctoral están relacionados con el cáncer 
colorrectal. Por un lado, identificar las alteraciones presentes en dos antígenos asociados a 
tumor (FGFR4 y PIM1), su papel en la respuesta humoral y su relación con el proceso 
neoplásico en cáncer colorrectal. Por otro lado, hemos querido i) ampliar nuestro conocimiento 
sobre el papel de Snail en el estroma tumoral y, ii) estudiar procesos celulares alterados por 
Snail1 en la adipogénesis mediante proteómica cuantitativa. 
 
De forma desglosada, los objetivos de esta Tesis Doctoral han consistido en:  
 
I. Análisis genético y funcional de FGFR4 y PIM1 en cáncer colorrectal. 
I.a. Estudio de la expresión diferencial de FGFR4 y PIM1 en líneas celulares de 
CCR y en tejido normal y tumoral de pacientes. 
I.b. Descripción de las alteraciones genéticas de FGFR4 y PIM1 que puedan 
justificar la producción de autoanticuerpos en pacientes con CCR y/o su papel en 
carcinogénesis  
I.c. Estudios funcionales del papel de FGFR4 en la tumorogénesis de cáncer de 
colon in vitro e in vivo. Evaluación de FGFR4 como posible nueva diana terapéutica en CCR. 
I.d. Estudios funcionales del papel de PIM1 en tumorogénesis de cáncer de colon in 
vitro e in vivo, así como de las variantes mutantes detectadas en el análisis genético.  
 
 
II. Estudio del papel de Snail en fibroblastos tumorales y adipogénesis 
II.a. Descripción de proteínas y citoquinas afectadas por la sobreexpresión de Snail1 
en células mesenquimales (3T3-L1 y mMSC) mediante proteómica cuantitativa que puedan 
participar en el mantenimiento del estado indiferenciado de estas células mesenquimales. 
II.b. Análisis funcional de las proteínas alteradas por Snail en la diferenciación celular 
de preadipocitos. 
II.c. Estudio de los efectos transcripcionales de Snail sobre los promotores de las 
proteínas alteradas.  
II.d. Papel de la sobreexpresión del receptor huérfano nuclear Nr2f6 en adipogénesis 
y diferenciación. 
II.e. Papel del bloqueo de IL-17 en diferenciación adipocitica. 
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7. Datos clínicos de los sueros y muestras tumorales  
 
En los ensayos de ELISA para la detección de autoanticuerpos en pacientes con CCR se 
utilizaron un total de 40 muestras de suero de pacientes y 25 sueros de individuos control. 
Además, para el posterior análisis genético se obtuvieron muestras de tejido normal y tumoral 
de los mismos pacientes con CCR. Estas muestras se obtuvieron del Hospital Universitario 
Puerta de Hierro (Madrid) y del Hospital de Cabueñes (Asturias) con el consentimiento 
informado de todos los pacientes. Todas las muestras se manejaron de forma anónima de 
acuerdo con las normas éticas y legales del Consejo Superior de Investigaciones Científicas 
(CSIC) y de los hospitales Universitario Puerta de Hierro (Madrid) y el Hospital de Cabueñes 
(Asturias). Tanto el tejido tumoral como el normal se obtuvieron secuencialmente. 
Inmediatamente después de la cirugía se congelaron y conservaron a -80ºC hasta su posterior 
procesamiento. Todas las muestras tumorales se evaluaron histológicamente por patólogos 
para especificar el estadio y grado. Los datos clínicos de los pacientes cuyo tejido tumoral y 
normal se utilizó para el análisis genético de FGFR4 y PIM1 se detallan en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Información clínica de las muestras de CCR tumorales y normales utilizadas para el 
análisis genético de FGFR4 y PIM1 
 Características Clínicas Número % 
Sexo Hombre 29 72.5 Mujer 11 27.5 
Localización 
Colon 12 30 
Sigma 5 12.5 
Recto 23 57.5 
Estadiaje TNM 
Pólipo hiperp. 6 15 
T1N0M0 1 2.5 
T2N0M0 7 17.5 
T2N1M0 1 2.5 
T2N2M0 1 2.5 
T3N0M0 2 5 
T3N1M0 5 12.5 
T3N1M1 3 7.5 
T3N2M0 9 22.5 
T3N2M1 2 5 
T4N1M1 2 5 
T4N2M0 1 2.5 
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8. Líneas celulares 
 
Todos las células se crecieron en medio DMEM (Gibco/Biowest) suplementado con suero 
fetal bovino (Sigma) al 10% y penicilina/estreptomicina (Gibco) al 1% en un incubador con 
atmósfera humidificada a 37ºC y 5% CO2. A continuación, se detallan las líneas celulares 
utilizadas en esta Tesis Doctoral. 
 
8.1 Líneas celulares de CCR 
 
KM12C es una línea celular epitelial derivada de un carcinoma colorrectal humano en 
estadio B de Duke’s con poca capacidad metastásica. Presenta inestabilidad de microsatélites 
y cromosómica. (168). 
KM12SM es una línea celular aislada a partir de una metástasis de hígado producida por 
las células parentales KM12C inoculadas en la pared del ciego de un ratón “Balb/c nude” (168). 
Es una línea celular muy metastática hacia hígado que puede realizar todos los pasos de 
intravasación y extravasación. Presenta inestabilidad de microsatélites y cromosomal. 
KM12L4 es una línea celular aislada a partir de una metástasis hepática producida por las 
células parentales KM12C inoculadas en el bazo de un ratón “Balb/c nude” (169). Es el 
resultado de cinco rondas de selección tras su reinyección en el bazo de ratones “Balb/c nude”. 
Produce metástasis en hígado y, ocasionalmente, pulmón cuando se inocula en bazo de 
ratones atímicos. 
SW480 es una línea celular epitelial tumorigénica de carcinoma colorrectal humano de 
estadio B de Duke’s poco metastásica. Presenta inestabilidad de microsatélites. 
SW620 es una línea celular epitelial de carcinoma de colon transverso humano de estadio 
B de Duke’s que se obtuvo del nódulo linfático del mismo paciente de donde se obtuvieron las 
células SW480 a partir del adenocarcinoma primario.   
SW48 es una línea celular epitelial de carcinoma de colon transverso humano de estadio 
C de Duke’s muy metastásica. 
Las líneas de cáncer Colorrectal KM12C, KM12SM y KM12L4 se obtuvieron del Dr. I 
Fidler (MD Anderson, USA) (169). Las líneas celulares SW48, SW480 y SW620 se obtuvieron 
de la ATCC. 
 
 
8.2 Líneas celulares mesenquimales murinas 
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3T3-L1 es una línea celular derivada de las células 3T3 obtenidas del tejido embrionario 
de un ratón Swiss (170). Es una línea celular preadipocítica con capacidad de diferenciarse a 
adipocitos. Presenta una morfología similar a las células fibroblásticas preadipocíticas que se 
encuentran en el estroma de los tejidos y que se diferencian a tejido adiposo. 
mMSC son células madre mesenquimales obtenidas a partir de la médula ósea del fémur 
de ratones Balb/c (171). A pesar de ser una línea primaria son capaces de mantenerse en 
cultivo durante un alto número de pases y mantener su capacidad para diferenciarse en 
diferentes estirpes celulares, incluyendo osteoblastos, condrocitos y adipocitos. 
 
8.3 Otras líneas celulares 
 
HEK293 es una línea celular epitelial de riñón embrionario humano. Presenta una alta 
capacidad de división y es fácilmente transfectable por diferentes métodos. Por ello, HEK293 y 
sus líneas derivadas HEK293T y HEK293FT se utilizan de rutina para el empaquetamiento de 
retrovirus y/o lentivirus para su posterior utilización en procesos de transfección en otras líneas 
celulares. 
BxPC3 es una línea celular epitelial de adenocarcinoma de páncreas humano. 
 
9. Extracción de RNA de tejidos y líneas celulares 
 
El RNA total de tejido normal y tumoral se extrajo añadiendo 1 ml de Trizol (Invitrogen) 
por cada 100 mg de tejido y homogeneizando con un Potter-Elvehjem (VWR Internacional). A 
continuación, se incubó la muestra durante 5 min a temperatura ambiente. En el caso de 
extracción de RNA a partir de células, éstas se centrifugaron durante 5 min a 1200 rpm tras 
levantarlas de la placa de cultivo incubando 2 min con tripsina-EDTA 0.5% (Gibco) y 
resuspendiendo el precipitado en 1 ml de Trizol por cada 5x106 células. Tras incubar la mezcla 
durante 5 min a temperatura ambiente, en ambos casos, se añadieron 200 μl de cloroformo y 
se incubó durante 3 min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó a 11.000 rpm durante 
15 min a 4º C, se recogió la fracción acuosa donde se encuentra el RNA y se añadió 1 volumen 
de etanol al 70%. Posteriormente, el RNA se purificó con el kit RneasyMini (Qiagen) según las 
instrucciones del fabricante. La pureza se valoró usando el ratio de absorbancias 260/280 nm 
en un Nanodrop ND-1000 (Thermo Technologies). Los ratios oscilaban entre 1.8 y 2 en todas 
las muestras. Finalmente, se evaluó la calidad del RNA mediante su análisis en chip Experion 
(Biorad).  
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10. Análisis de las secuencias genéticas de FGFR4 y PIM1 
 
La síntesis de DNA complementario (cDNA) se realizó por RT-PCR a partir de 1 µg de 
RNA total de tejido o de líneas celulares usando el kit “Superscript III first-strand synthesis 
system” (Invitrogen) con oligodT como oligonucleótido de amplificación. Para la primera 
reacción de preincubación, se mezcló 1 μg de RNA, 1 μl de oligo dT, 1 μl de 10 mM dNTPs y 
agua DEPC en un volumen final de 10 μl y se incubó durante 5 min a 65ºC e inmediatamente 
después 5 min en hielo. A continuación, se añadió a cada tubo la mezcla de síntesis de cDNA 
que contiene 1μl de tampón 10x RT, 1 μl de 0.1 M DTT, 2 μl de 25 mM MgCl2, 1 μl de RNasa y 
1 μl de Superscript III RT. La mezcla se incubó a 50ºC durante 50 min y se paró a 85ºC durante 
5 min. Por último, se añadió 1 μl de RNasa H y se incubó durante 20 min a 37º C. Las 
concentraciones de cDNA obtenidas se midieron en el Nanodrop ND-1000. 
Para la secuenciación del mensajero de FGFR4 y PIM1 se diseñaron oligonucleótidos que 
amplificaban fragmentos de 1000 pb para su secuenciación directa. Los cuatro pares de oligos 
(A, B, C y D) utilizados para la secuenciación del mensajero de FGFR4 se han descrito 
previamente (172). Para PIM1 se diseñaron dos parejas de oligos (A y B). Todos los 
oligonucleótidos se obtuvieron de Sigma (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación directa de FGFR4 y PIM1 
 
Gen Par de oligos Secuencia (5’  3’) 
FGFR4 
FGFR4_A Directo GGCAGTTGGTGGGAAGTCCAGC 
FGFR4_A Reverso GTGGGGCTGGGCATCGC 
FGFR4_B Directo GTGGGCAGCATCCGCTATAACTAC 
FGFR4_B Reverso AACTCCCATAGTGGGTCGAGAGGTA 
FGFR4_C Directo AGTTCTCCCTGGAGTCAGGCTCTT 
FGFR4_C Reverso GGCCGTTGCTGGTTTTCTTATAGTA 
FGFR4_D Directo GGTGTCTGCACCCAGGAAGG 
FGFR4_D Reverso CCAGCCTATGTGCCTGCACAG 
  
PIM1 
PIM1_A Directo CAGCCGCAACGCCACCCGCAGCCA 
PIM1_A Reverso TGGAGCACCCCGCAGTTGTGGCAG 
PIM1_B Directo GGTGCAAGATCTCTTCGACTTCATCAC 
PIM1_B Reverso TCAAGCACTGTCCTGCTTGGC 
   
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 20 µl con las siguientes 
concentraciones de los reactivos: 0.5 µM oligonucleótidos directo y reverso, 200 µM dNTPs, 2 
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µl de buffer 10X PCR Advantage 2 y 1.25 U de la polimerasa Advantage 2 (Clontech). Se utilizó 
el programa de amplificación de 1 ciclo (1 min a 95ºC) y 35 ciclos (30 s a 95ºC y 3 min a 68ºC) 
y un ciclo final de 3 min a 68ºC. Las amplificaciones de DNA procedentes de PCR se separaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% en TAE en presencia de Gel Red (Biotium). La 
exonucleasa I (USB) y la fosfatasa alcalina de gamba (USB) se añadieron a los productos de 
PCR para eliminar restos de oligonucleótidos y poder secuenciar directamente. Estos 
fragmentos se enviaron al servicio de secuenciación del CNIO.   
 
11. Métodos basados en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
11.1. PCR semicuantitativa 
 
El cDNA se obtuvo mediante el kit de síntesis Superscript III (Invitrogen). Los niveles de 
mRNA de los genes TGFβ1, familia FGFR y GAPDH en las líneas celulares de CCR se 
analizaron por PCR semicuantitativa. También se analizó por PCR semicuantitativa la 
expresión de los factores de transcripción que controlan la adipogénesis en células 3T3-L1. Los 
productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2%. En la Tabla 4 se detallan los 
oligos que se utilizaron para estos ensayos. 
Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para el análisis por PCR de los genes indicados 
Gen Oligonucleótido Secuencia (5’ 3’) Especie 
-Actina Directo CATGTACGTAGCCATCCAGGC Ratón Reverso CTCTTTGATGTCACGCACGAT Ratón 
C/EBP Directo CCCGGCCGCCTTCAACGACGAGTTC Ratón Reverso GATGCCCCGCAGCGTGTCCAGTTCA Ratón 
C/EBP Directo CCGCCGCCCGCCGCCTTTAGA Ratón Reverso CCGCCGTCAGCTCCAGCACCTTGTG Ratón 
GAPDH Directo GGCTGAGAACGGGAAGCTTGT Humano Reverso CGGCCATCACGCCACAGTTTC Humano 
FGFR1 Directo CACAAGCCACGGCGGACT Humano Reverso TGATGCTCCAGGTGGCAT Humano 
FGFR2 Directo CGTTGCCATTCAAGTGACTG Humano Reverso GACAAAATCTTCCGCACCATC Humano 
FGFR3 Directo CAGTTGGTCTTCGGCAGC Humano Reverso TGCTGCCAAACTTGTTCT- Humano 
PPAR Directo TTGAGTGCCGAGTCTGTGGGGATAA Ratón Reverso CAGGGAGGCCAGCATCGTGTAGA Ratón 
TGF1 Directo ACCGGCCTTTCCTGCTTCTCA Humano Reverso CGCCCGGGTTATGCTGGTTGT Humano 
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11.2. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 
 
Las diferencias de expresión de los genes analizados se realizaron mediante 
cuantificación relativa. Se comparó entre diferentes muestras, la cantidad relativa o relación del 
mRNA de un gen específico respecto a la cantidad de mRNA de un gen constitutivo (control 
endógeno).  
  Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados para la determinación por qPCR de los genes indicados 
Gen Oligonucleótido Secuencia (5’  3’) Especie 
-Actina Directo GCCACAGGATTCCATACC  Ratón Reverso GTGCGTGACATCAAAGAG  Ratón 
CDH1 Directo TGCCCAGAAAATGAAAAAGG Humano Reverso GTGTATGTGGCAATGCGTTC Humano 
Cbx6 Directo AAGGTGATTGACAAGGGTCC Ratón Reverso GGCTTGTAGAGCGCAAATGT Ratón 
C/ebp Directo GACATCAGCGCCTACATCGA Ratón Reverso TCGGCTGTGCTGGAAGAG Ratón 
C/ebp Directo ATTTCTATGAGAAAAGAGGCGTATGT Ratón Reverso AAATGTCTTCACTTTAATGCTCGAA Ratón 
GAPDH Directo CCACTCCTCCACCTTTGAC Humano Reverso ACCCTGTTGCTGTAGCCA Humano 
Nr2f6 Directo CCTCACCGAGTATGTGCGTG  Ratón Reverso AAGGTGCTCCCTGACAGAAG Ratón 
OsmR Directo AAACATGATATTTCAGATAGAG Ratón Reverso CTTATGAAATGTTTGACACACTC Ratón 
Ppar Directo CAAGAATACCAAAGTGCGATCAA Ratón Reverso GAGCTGGGTCTTTTCAGAATAATAAG Ratón 
Prrx1 Directo TTACCCGGATGCTTTTGTTC  Ratón Reverso AAGTAGCCATGGCGCTGTA Ratón 
SNAIL1 Directo GGTTCTTCTGCGCTACTGCT Humano Reverso TAGGGCTGCTGGAAGGTAAA Humano 
Trip4 Directo TGGCTAAGGCACAAGAAAGC  Ratón Reverso AAGAGCCACAGAACAAGCAG  Ratón 
TWIST1 Directo GTCCGCAGTCTTACGAGGAG Humano Reverso TGGAGGACCTGGTAGAGGAA Humano 
ZEB1 Directo GCACAAGAAGAGCCACAAGTA Humano Reverso GCAAGACAAGTTCAAGGGTTC Humano 
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En las qPCR realizadas se utilizó como fluoróforo SYBR Green que se une 
inespecíficamente al DNA de doble cadena y produce fluorescencia. El volumen final de cada 
reacción fue de 20 µl, en los que se incluía 1 µl de cDNA, 0.5 µM de cada oligonucleótido 
(directo y reverso) y la mezcla de reacción 1x iQ SYBR Green SuperMix que contenía la 
polimerasa iTaq, dNTPs, MgCl2, SYBR Green I, potenciadores, estabilizadores y fluoresceína. 
La PCR y la obtención de datos se realizaron en un IQ5 (BioRad). Para el análisis de los 
marcadores de la transición epitelio-mesénquima en las líneas celulares de CCR se utilizaron 
los oligonucleótidos descritos previamente (173). Para los factores de transcripción que 
participan en la diferenciación adipocítica (174) se utilizaron los oligonucleótidos que se 
detallan en la Tabla 5. 
 
11.3. Mutagénesis dirigida por PCR 
 
Para obtener las secuencias codificantes de PIM1 y sus variantes, identificadas en los 
pacientes de CCR, se realizaron dos reacciones de PCR independientes en las que se 
amplificó el gen seleccionado. Cada reacción utilizó un oligonucleótido flanqueante que hibrida 
con un extremo de la secuencia de interés y otro oligonucleótido que hibrida en el sitio donde 
se encuentra la mutación y contiene el nucleótido afectado por dicha mutación. Así, se 
amplifica la secuencia con la mutación deseada utilizando dos oligos internos solapantes, de 
manera que los dos fragmentos generados en la primera PCR se fusionen en una segunda 
PCR utilizando oligos flanqueantes (175, 176) (Figura 13).  
 
 
Figura 13. Esquema de la mutagénesis dirigida 
por PCR.  Se realizan dos reacciones de PCR (A y 
B) con los oligonucleótidos indicados en la Tabla 6. 
Se combinan los productos de las PCR A y B, y se 
realiza una nueva PCR de solapamiento en la cual, 
cuando se desnaturalizan las cadenas de los 
productos de PCR A y B se forman heteroduplex  
entre ambos. El producto que obtenemos en la 
PCR de solapamiento amplificada con los oligos 
externos (1 y 2 en la figura) presentará la mutación 
introducida en los oligonucleótidos.   
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Las PCRs se realizaron utilizando como molde el clon de PIM1 número 4591723 de la 
“Mammalian Gene Collection “(MGC) (177) clonado en el vector pET28a. Para la PCR se utilizó 
la polimerasa “Advantage 2” y los oligos que hibridan en 5’ y 3’ de la secuencia codificante con 
la diana EcoRI y KpnI, respectivamente, para su clonaje en el vector pcDNA3.1 (Invitrogen). 
Los oligos utilizados se detallan en la Tabla 6. 
 
Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados para la generación por PCR de las secuencias mutantes 
de PIM1 
Gen Oligonucleótido Secuencia (5’  3’) 
PIM1 44 kDa  
(wild type) 
Directo AGGAATTCATGCCGCACGAGCCCCAC 
Reverso CGCGGTACCCTATTTGCTGGGCCCCGG 
PIM1 34 kDa  
(wild type) 
Directo AGGAATTCATGCTCTTGTCCAAAATCAAC 
Reverso CGCGGTACCCTATTTGCTGGGCCCCGG 
PIM1 His48Asp Anti-sentido GGCGTTGCGGCTGTCGCTGCGGCTGGC Sentido AGCCGCAACGCCACCCGC 
PIM1 Ala315Thr Anti-sentido CCCCAGGGACCAGACTGTCGCCGACCTGCCATG Sentido GTCTGGTCCCTGGGGATC 
PIM1 Pro402Leu Directo AGGAATTCATGCTCTTGTCCAAAATCAAC Reverso CGCGGTACCCTATTTGCTGGTCCCCGGCGACAG 
PIM1 303 Directo AGGAATTCATGCTCTTGTCCAAAATCAAC 
Reverso CGCGGTACCCTATTTTCGACTCTGGAGGGCTATACACT 
Los oligonucleótidos subrayados indican la secuencia que forman las dianas de restricción  
 
12. Vectores de expresión en células de mamífero y bacteria 
 
12.1. Vectores para transfección transitoria en células de mamífero: silenciamiento y 
expresión 
 
Para silenciar de manera transitoria la expresión de distintos genes se utilizaron RNAs 
de interferencia “siRNA MISSION” (Sigma). Para las transfecciones, 5x105 células SW620 
mantenidas en DMEM con 10% de suero durante 24 h se transfectaron con 55 pmol de siRNA, 
2 µl del agente de transfección JetPrime (PoliplusTransfection) y 200 µl de buffer JetPrime. 
Tras 48 h, los niveles de FGFR4 se analizaron mediante WB y RT-PCR (178). Para silenciar la 
expresión de Snail1, Nr2f6, Prrx1, Trip4 y Cbx6 se ajustaron las condiciones a la línea 3T3-L1. 
Se sembraron 5x105 células 3T3-L1 y se mantuvieron en DMEM al 10% de suero durante 24 h. 
Las células se  transfectaron con 27.5 pmol de siRNA, usando 1 µl del agente de transfección 
Material y métodos 
 
77 
 
JetPrime y 100 µl de buffer JetPrime. Las células transfectadas se crecieron en p60 en medio 
completo.  
Utilizamos el vector pcDNA3.1 de expresión en mamíferos para los ensayos de expresión 
transitoria. Para PIM1 y sus variantes, tras realizar la mutagénesis dirigida y su clonaje en 
pcDNA3.1, las células se transfectaron con JetPrime. Para la expresión de Nr2f6, se obtuvo el 
clon Nr2f6 de la colección IMAGE-MGC (clon #MGC: 6088 IMAGE: 3582557). Para su clonaje 
en pcDNA3.1 se amplificó su secuencia por PCR con la polimerasa “Advantage 2” usando los 
primers: 5’-AGGAATTCATGGCCATGGTGACCGGT-3’ y 5’-
CGCGGTACCCTAGCCCGAGCCATAGGG-3’. El producto de PCR se digirió con EcoRI y KpnI 
y se clonó en pcDNA3.1. El clonaje se confirmó por secuenciación. Las células se transfectaron 
usando JetPrime como se ha descrito. En todos los casos a las 24-48 h post-transfección, se 
verificó mediante diferentes técnicas experimentales la sobreexpresión o inhibición de las 
proteínas de interés. 
 
12.2. Transfección estable en células de mamífero 
 
El silenciamiento estable de FGFR4 en las líneas SW480 y SW48 se llevó a cabo 
mediante infección retroviral utilizando los vectores pRS (Origene) que contenían los  shRNAs 
TI378641, TI378624, TI378643 y TI378644 para FGFR4 (NM_022963) y como control un 
shRNA que no reconoce ninguna secuencia humana (TR30003). Para generar los retrovirus, se 
realizó la transfección de las células HEK293FT con los vectores empaquetadores pRS, 
pNGVL–gag-pol y pNGVL-VSVG usando JetPrime. Después de incubar las células durante 12-
15 h en medio libre de suero, el medio se reemplazó con DMEM al 10% de suero y antibióticos. 
Al día siguiente, los medios que contienen los retrovirus se centrifugaron, se diluyeron 1:2-1:10 
en DMEM con 10% de suero y antibióticos, y la mezcla se añadió directamente a las células 
SW480 y SW48. Después de tres días de incubación, las líneas celulares infectadas con el 
shRNA se seleccionaron durante 2-3 semanas usando 1 µg/ml puromicina (Sigma). Una vez 
seleccionadas, las células se mantuvieron con 0.5 µg/ml de puromicina en el medio de cultivo.  
Las líneas celulares 3T3-L1 y células madre mesenquimales murinas (mMSC) con  
sobreexpresión estable de Snail1 fueron cedidas por el laboratorio del Dr. Antonio García de 
Herreros (IMIM-Hospital del mar, Barcelona, España). Para obtener las líneas estables se 
transfectaron 6 µg de pcDNA3 Snail1-HA (Snail1) o pcDNA3 control (Mock) usando 
lipofectamina (Invitrogen). Las células se seleccionaron con 1 mg/ml de G418 durante 3-4 
semanas. Para mantener la selección de las células transfectadas se mantuvieron con 0.5 
mg/ml G418 en el medio de cultivo (136). 
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12.3. Vectores de expresión en E. coli 
 
Para la obtención del clon de FGFR4 se recurrió al repositorio PlasmID (Harvard, USA) 
(179). FGFR4 se encontraba clonado en un vector pDONR201 con número de identificación 
HsCD00045475. Para la obtención del clon de PIM1 en pET28a se recurrió a la colección MGC 
(clon #MGC: 14 IMAGE: 4591723).  
FGFR4 se amplificó por PCR con la polimerasa “Advantage 2" para, posteriormente, 
realizar el subclonaje en el vector pET28a. La digestión del DNA se realizó en 50 μL 
conteniendo 1 µg del producto de PCR, 5 μL de Buffer 2 (New England Biolabs), 0.5 μL de BSA 
100X y 10 U de NdeI y HindIII (New England Biolabs). La reacción se incubó 3 h a 37ºC y las 
enzimas se inactivaron a 60ºC durante 20 min. El DNA digerido se purificó con el kit QIAQuick 
(Qiagen). Posteriormente, se realizó la ligación en un volumen de 15 μL utilizando 200 fmol de 
producto de PCR digerido mezclado con 100 fmol de vector, 1 μL de T4 DNA ligasa y 1.5 μL de 
tampón de ligación. La mezcla se incubó a 16ºC toda la noche. Finalmente, las ligaciones se 
transformaron en E. coli DH5α (Invitrogen). Para su transformación, bacterias competentes se 
descongelaron en hielo mezclando 50 μL de bacterias con el DNA transformante (5 μL de la 
ligación). Tras mantener en hielo la mezcla durante 30 min, se aplicó un choque térmico de 
42ºC durante 45 s. Tras mantenerlas de nuevo en hielo durante 2 min, se añadió 1 ml de medio 
SOC y las células se incubaron a 37ºC durante 1 h a 225 rpm. Por último, se centrifugaron 5 
min a 5000 rpm, se resuspendieron en 100 μl de medio SOC y se sembraron en una placa de 
LB-agar con kanamicina. Finalmente, una colonia aislada se creció durante toda la noche a 
37ºC en LB y los DNA plasmídicos se purificaron con el kit “DNA WizardTM Miniprep” (Promega). 
Tras verificar las secuencias, los DNA plasmídicos se transformaron en células E. coli BL21 
(DE3) (Invitrogen) según el protocolo descrito previamente. 
 
13. Expresión de las proteínas en E. coli 
 
Colonias individuales de células BL21 (DE3) de E. coli conteniendo el cDNA de las 
proteínas de interés se crecieron toda la noche a 37ºC con agitación en medio LB con 100 
μg/ml de kanamicina. Los cultivos se relanzaron tras hacer una dilución 1:100 en 1 litro de 
medio LB con 100 μg/ml del antibiótico correspondiente y se crecieron a 37ºC con agitación 
hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial (OD600nm 0.6-0.8), momento en el que se 
añadió 0.4 mM isopropil 1-β-D-galactopiranósido (IPTG). Tras 4 h de inducción, las células se 
centrifugaron a 6000 rpm y el precipitado se resuspendió en 50 ml de la solución de 
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resuspensión 10 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl y 0.1 mM EDTA conteniendo inhibidores de 
proteasas (Roche). Para lisar las células, se añadieron 5.5 ml de 10% laurilsarcosinato sódico. 
Después de 30 min en hielo, se añadieron 6.1 ml de 10% Triton X-100 y se dieron 3 pulsos de 
sonicación de 1 min a una amplitud del 10% (Sonifier 150, Branson). Tras la lisis celular, las 
muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 30 min a 4ºC para separar la fracción soluble 
de la insoluble. 
 
14. Purificación de las proteínas recombinantes fusionadas a 6xHis 
 
La purificación de las proteínas fusionadas al tag de histidinas se llevó a cabo mediante 
cromatografía de afinidad a metal inmovilizado (IMAC) utilizando columnas HisTrap™ “FF 
Crude columns” (GE Healthcare) de 5 ml acopladas a un equipo ÄKTA Prime (GE Healthcare). 
El programa de purificación constaba de los siguientes pasos: lavado de la columna con 25 ml 
de agua y tampón de equilibrado de la columna a un flujo de 5 ml/min, equilibrado de la 
columna con 10 ml de tampón de elución a un flujo de 5 ml/min y reequilibrado en tampón de 
equilibrado a un flujo de 5 ml/min, inyección de la muestra a un flujo de 5 ml/min, lavado de la 
columna con 50 ml de tampón de equilibrado y elución de las proteínas unidas a la columna 
con un gradiente de imidazol desde 20 mM (tampón de equilibrado) hasta 0.5 M (tampón de 
elución). Las fracciones recogidas se dializaron frente a PBS durante toda la noche a 4ºC con 
agitación para eliminar el imidazol. 
 
15. ELISA para la detección de autoanticuerpos en el suero de los pacientes y ELISA 
de IL-17 
 
Se tapizaron 0.3 μg de las proteínas purificadas (FGFR4 y PIM1) diluidas en PBS 
durante toda la noche en placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc). Al día siguiente, las placas se 
lavaron 3 veces con PBS con Tween-20 al 0.1% (PBST) y se bloquearon con PBS-leche 
desnatada 3% durante 2 h a temperatura ambiente. Tras un lavado adicional con PBST, las 
muestras de suero humano (dilución 1:50 en MPBS) se incubaron durante 2 h a temperatura 
ambiente. A continuación, se añadió un anticuerpo policlonal anti-IgG humana conjugado con 
peroxidasa diluido 1:3000. La señal se detectó con el sustrato 3,3´´,5,5´´-tetrametilbenzidina 
(TMB) (Sigma) durante 10 min, parando la reacción con 1 M HCl y midiendo la absorbancia a 
450 nm con el lector de microplacas Varioskan Flash Multimode Reader (ThermoScientific). 
Como controles negativos se utilizaron Anexina IV comercial y la albumina de suero humana 
HSA (180). 
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La cuantificación absoluta de la citoquina murina IL-17 en los medios condicionados se 
llevó a cabo utilizando el ELISA comercial  ELM-IL17-001 (RayBiotech). 
 
16. Inmunodetección de proteínas 
 
16.1. Anticuerpos 
 
16.1.1. Anticuerpos primarios 
 
Las características de cada anticuerpo utilizado en los ensayos de WB, 
inmunofluorescencia, inmunoprecipitación, o ensayos de bloqueo se especifican en la Tabla 8. 
 
Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados para distintas técnicas  
 
Anticuerpo Proveedor Referencia Uso Dilución Especie 
AKT Cell Signaling 9272 WB 1:1000 Conejo 
BCL-2 Santa Cruz sc-509 WB 1:300 Ratón 
BCL-XL Santa Cruz sc-634 WB 1:300 Ratón 
CASPASE 3 Santa Cruz sc-7272 WB 1:300 Conejo 
CBX6 Abcam ab135117 WB 1:1000 Cabra 
CDH1 BD Biosciences 610182 WB/IF 1:200/1:50 Ratón 
CHD3 Cell Signaling 4241 WB 1:1000 Conejo 
CHD4 Cell Signaling 11912 WB 1:1000 Conejo 
C-MYC Roche 11814150001 WB 1:1000 Conejo 
eiF3D Abcam ab155419 WB 1:1000 Conejo 
ERK Cell Signaling sc-154 WB 1:1000 Conejo 
FAK SCBT sc557 WB 1:2000 Conejo
FAM120A Sigma SAB3500232 WB 1:1000 Conejo 
FGFR4 SCBT sc-124 WB/IF/IP/B 1:1000/1:200/ * Conejo 
GST GE Healthcare B * 
HDAC1 Cell Signaling 5356 WB 1:1000 Conejo 
HDAC2 Cell Signaling 5113 WB 1:1000 Ratón 
IL-17 R&D MAB421 BA 500 ng/ml Conejo 
JNK Cell Signaling 9258 WB 1:1000 Ratón 
LAMIN B Calbiochem mAb3536 WB 1:1000 Rata 
MTA1 CellSignaling 5647 WB 1:1000 Conejo 
MTA2 Abcam ab8106 WB 1:1000 Conejo 
NR2F6 Santa Cruz sc-23229 WB 1:2000 Conejo 
p27 Santa  Cruz Sc-528 WB 1:500 Ratón 
p-AKT (Ser473) Cell Signaling 4060 WB 1:1000 Conejo 
pERK (Thr202/Tyr204) Cell Signaling 9101 WB 1:1000 Conejo 
p-FAK (Tyr397) BD 611722 WB 1:2000 Conejo 
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PIM1 Abnova H00005292 WB 1:1000 Conejo 
pJNK(Thr183/Tyr185) Cell Signaling 9255 WB 1:1000 Conejo 
p-mTOR (Ser2448) Cell Signaling 5536 WB 1:1000 Conejo 
p-RPS6 (Ser235/236) Cell Signaling 4857 WB 1:1000 Ratón 
PRRX1 Sigma SAB2500829 WB 1:1000 Ratón 
pSRC Cell Signaling 2101 WB 1:2000 Cabra 
p-SRC (Tyr416) Cell Signaling 2101 WB 1:1000 Cabra 
p-STAT3 (Tyr705) Cell Signaling 9131 WB 1:1000 Conejo 
RBBP4 Abcam ab79416 WB 1:1000 Ratón 
RBBP7 Cell Signaling 6882 WB 1:1000 Conejo 
RHO GDI Santa Cruz sc-360 WB 1:5000 Ratón 
SRA1 Santa Cruz sc-271377 WB 1:1000 Conejo 
SRC R&D Systems P12931 WB 1:1000 Ratón 
SRC Cell Signaling P12931 WB 1:1000 Ratón 
STAT3 Cell Signaling 4904 WB 1:1000 Conejo 
TLN1 Sigma T3287 WB 1:1000 Conejo 
TRIP4 Abcam ab70627 WB 1:1000 Cabra 
TUBULIN Sigma T9026 WB 1:5000 Conejo 
VIMENTINA AbCam ab7783 WB 1:1000 Ratón 
YAP1 Cell Signaling 4912 WB 1:1000 Conejo 
 
WB: Western Blot; IF: Inmunofluorescencia; B: Ensayo de bloqueo; IP: Inmunoprecipitación 
* La dilución de los anticuerpos para los ensayos de bloqueo se indica en la sección de resultados para cada experimento. 
 
16.1.2. Anticuerpos secundarios 
 
Los anticuerpos secundarios usados en los ensayos de esta Tesis Doctoral se muestran 
en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Anticuerpos secundarios utilizados en WB e IF 
Anticuerpo Proveedor Referencia Uso Dilución Especie 
anti- IgG Ratón peroxidasa Sigma A4416 WB 1:5000 Conejo 
anti- IgG Conejo peroxidasa Sigma A6154 WB 1:5000 Ratón 
anti- IgG Cabra peroxidasa Dako C. P0449 WB 1:10000 Ratón 
anti- IgG Conejo 
 AlexaFluor 488 Sigma F0382 IF 1:200 Ratón 
anti- IgG Ratón
 AlexaFluor 488 Sigma F0257 IF 1:200 Conejo 
Faloidina TRITC* Sigma P1951 IF 1:800 
  
WB: Western Blot; IF:Inmunofluorescencia 
* Faloidina utilizada para la detección de la Actina F. 
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16.2. Western blot 
 
Los extractos proteicos se obtuvieron tras levantar las células con tripsina-EDTA 
durante 2 min a 37º C. Tras centrifugar 1200 rpm durante 5 min se resuspendieron en 100 µl de 
solución RIPA con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). La cuantificación se realizó 
mediante Bradford o el 2D-Quant kit (GE Healthcare) tras centrifugar las muestras a 12000g 
durante 30 min a 4ºC (73). 25 µg de cada extracto proteico se fraccionaron en un gel 
monodimensional de SDS-PAGE al 10%. Para realizar la inmunodetección las proteínas se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond-C extra) durante 1 h a 100 V utilizando un 
Mini Trans-Blot Cell (BioRad). Después del bloqueo con 5% de leche desnatada en PBS 
durante 1 h a temperatura ambiente, las membranas se incubaron con los anticuerpos 
específicos mono o policlonales de las proteínas seleccionadas durante toda la noche a 4ºC o 2 
h a temperatura ambiente. Tras 3 lavados con PBST, la membrana se incubó durante 1 h a 
temperatura ambiente con anticuerpos anti-IgG de ratón, conejo o cabra conjugados con HRP. 
Tras eliminar los restos de anticuerpo secundario con varios lavados de PBST, se reveló el 
inmunoensayo usando SuperSignal West Pico o Femto maximum sensitivity substrate (Pierce) 
dependiendo de la abundancia de la proteína en la muestra. La abundancia de las proteínas 
mediante WB se cuantificó mediante densitometría usando el software de análisis QuantityOne 
1D v4.6 (BioRad).  
 
16.3. Inmunohistoquímica  
 
Para el análisis inmunohistoquímico de FGFR4 se analizaron 67 tumores de CRC 
procedentes de hemicolectomías fijados en formaldehido y embebidos en parafina. Se 
seleccionaron aquellas áreas bien preservadas y representativas tanto del tumor como de la 
mucosa normal. La inmunohistoquímica se realizó en secciones de 6 µm de manera automática 
(Dako autostainer). El anticuerpo primario para FGFR4 (SCBT) se usó a dilución 1:100. La 
reactividad se clasificó según la intensidad de tinción y cuantificando como 0, tinción ausente; 
1, tinción baja; 2, tinción moderada o 3, tinción intensa. Posteriormente, se realizó la tinción de 
los portas con 3,3’ Diaminobencidina (Sigma). 
 
16.4. Microscopia confocal 
 
Las células se fijaron con 1% parafomaldehído y se permeabilizaron con 0.5% Triton X-
100 en PBS antes de la incubación con los anticuerpos específicos o faloidina-TRITC durante 1 
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h a 37ºC. Los anticuerpos para FGFR4 o E-cadherina se detectaron con un anticuerpo anti-IgG 
de conejo conjugado con AlexaFluor 488. Los núcleos celulares se tiñeron con DAPI. Las 
células se observaron con el microscopio confocal TCS-SP5-AOBS-UV (Leica-Microsystems). 
Las imágenes se adquirieron con un objetivo de 63x en aceite de inmersión usando el software 
Leica Confocal Soft. 
 
16.5. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 
 
Los experimentos de ChIP se llevaron a cabo con el DNA de las células mMSC que 
sobreexpresan Snail1. Las células mMSC-Snail1 se fijaron con 1% formaldehido durante 10 
min a 37ºC, parando la reacción con 0.125 M glicina durante 2 min a temperatura ambiente. 
Las células se resuspendieron con buffer de lisis frío (10 mM EDTA, 0.1% NP-40, 10% glicerol 
y 50 mM Tris pH 8.0) durante 20 min en hielo. Los precipitados nucleares se lisaron con 1% 
SDS, 10 mM EDTA y 50 mM Tris a pH 8.0 y los extractos se sonicaron. Se diluyeron las 
muestras 1:10 en buffer de dilución y la IP se realizó durante toda la noche a 4ºC usando un 
anticuerpo anti-Snail1 y un anticuerpo irrelevante control. El anticuerpo monoclonal anti-Snail1 
fue cedido por el Dr. Antonio García de Herreros y se utilizó tanto  para la inmunorprecipitacion 
como para WB (130) El DNA se purificó con el kit GFX (GE Healthcare) y se eluyó en Agua 
MilliQ. Las regiones de los promotores de interés se analizaron por PCR cuantitativa con SYBR 
Green (BioRad) con los oligonucleótidos de la Tabla 7. 
 
17. Inhibidores 
 
Para los diferentes ensayos funcionales las células se trataron con los compuestos que 
se detallan a continuación:  
 
17.1. Inhibidores de FGFR4 y PIM1 
 
Para la inhibición de FGFR4 se utilizaron los compuestos PD173074 (Sigma) y TKI-258 
(Novartis). PD173074 es una piridopirimidina permeable de membrana que es un potente 
inhibidor competitivo de la unión del ATP a los receptores tirosín quinasa FGF/VEGF y se 
comporta como un inhibidor reversible de este tipo de receptores. Además, es un fuerte 
inductor de apoptosis (181). El PD173074 se disuelve en dimetil sulfóxido (DMSO) a una 
concentración de 20 mM (181). El TKI-258 o Dovitinib fue cedido por Novartis, se trata de un 
inhibidor de tirosín quinasas que se ha mostrado muy eficaz en estudios de fase I por sus 
concentraciones bajas de actuación y una inhibición muy efectiva de los receptores FGFR, 
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VEGFR y PDGFR, entre otros (182). El Dovitinib se disuelve en DMSO a una concentración de 
10 mM. 
El inhibidor SMI-4a (Sigma) de PIM1 se trata de un derivado de benciladenina. Es un 
inhibidor competitivo de la unión de ATP específico para la familia PIM; y cuya inhibición es 
más sensible para PIM1 respecto de otros miembros de la familia PIM (183-185). El SMI-4a se 
disuelve en DMSO a una concentración 1.25 mM. En los experimentos realizados.la 
concentración utilizada fue de 20 nM. 
 
17.2. Otros Inhibidores utilizados en líneas celulares de CCR 
 
Otros inhibidores utilizados fueron: PP2 (Sigma) para SRC, el inhibidor JNK inhibitor II 
para JNK y UO126 (Calbiochem) para MEK1/2. Estos inhibidores se utilizaron a una 
concentración entre 3 µM y 15 µM (178).  
 
Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para la validación por qPCR de los fragmentos de los 
promotores de ratón 
Gen Oligo Secuencia (5’  3’) 
Cbx6_región 1 Directo CAGTCTGGCCCCACCTTGTC Reverso AGGTCACAAATGACACAGAC   
Cbx6_región 2 Directo TTAAGAGCCTTCGCGCGC Reverso ATACTCCCTGCTCCCGCG  
Nr2f6_región 1 Directo CCTCTCCCCTGTAGGCCT Reverso GGGGCTGCGATGGGTACT   
Nr2f6_región 2 Directo CTTGAAGCCTGAAAGGAGAG Reverso GCTTTGCTCTGCGCGGCT  
OsmR Directo CTGAACGCCGAAAGTCAACT  Reverso GCATCGTTGTTCCTGGAGGG  
Prrx1_región 1 Directo CAGCTACGGGCACGTTCT Reverso TGACCAGTGGCAGCGACA  
Prrx1_región 2 Directo TTTGTCCCTACAGCGCCA Reverso GACAGAACAGGATAGGTGTC  
Pten Directo CCGTGCATTTCCCTCTACAC Reverso GAGGCGAGGATAACGAGCTA 
Trip4 Directo GCACAATATGGCTGGCGT 
Reverso GGACACCTAGTGATTTTTGT  
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18. Ensayos funcionales in vitro en las líneas celulares. 
 
18.1. Adhesión celular 
 
Para los ensayos de adhesión, las placas de 96 pocillos se tapizaron con matrigel (0.4 
µg/mm2) (BD Biosciences) en 0.1 M NaHCO3 pH 8.8 durante toda la noche a 4ºC. Después se 
incubó con el medio de adhesión (DMEM con 0.5% BSA) durante 2 h a 37ºC para bloquear los 
sitios inespecíficos. Las células de CCR se mantuvieron en medio sin suero durante 5 h y se 
marcaron con BCECF-AM (Molecular Probes) durante 30 min a 37ºC. Finalmente, las células 
se resuspendieron en 4 mM PBS-EDTA, se añadieron 105 células por pocillo por triplicado y se 
incubaron durante 30 min. Para eliminar las células no adherentes, se eliminaron con varios 
lavados con DMEM. Finalmente, las células adheridas se lisaron con 1% SDS en PBS y la 
fluorescencia se cuantificó en un Varioskan Flash Multimode Reader.  
 
18.2. Invasión celular 
 
Para los ensayos de invasión, 8x105 células se resuspendieron en medio de invasión 
(DMEM con 0.5% BSA) y se añadieron a cámaras de invasión Transwell (Costar) con tamaño 
de poro de 8 µm recubiertos con 35-50 µl de la dilución de matrigel 1:3. El compartimento 
inferior de las cámaras de invasión contenía medio con 10% de suero. Después de 22 h de 
incubación a 37ºC y 5% CO2, las células no invasivas se eliminaron de la superficie del filtro y 
las células que migraron a través del filtro, se fijaron con 4% parafomaldehído (Sigma), se 
tiñeron con cristal violeta y se contaron en el microscopio. 
 
 
18.3. Cierre de herida (“wound healing”) 
 
Para los ensayos de cierre de herida, 106 células se sembraron en placas de 24 pocillos 
por triplicado. Una vez adheridas las células, se realizó en la monocapa de células una herida 
de 1 mm de grosor utilizando una punta de pipeta. Se reemplazó el medio y se tomaron 
imágenes cada 24 h con un microscopio Olympus CK40 equipado con una cámara Olympus 
DP12 a un aumento de 40x. La cuantificación de la velocidad del cierre de herida se llevó a 
cabo con el software ImageJ (NIH) (186). 
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18.4. Proliferación celular 
 
El medio se renovó 24 h después de sembrar 2000-5000 células según el tipo celular en 
placas de 96 pocillos, lo que se consideró como día 0, y las células se incubaron 48 h más a 
37ºC. Tras este tiempo, se renovó el medio y las células se incubaron con 100 µl de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sigma) a una concentración final de 1 mg/ml en 
DMEM durante 1 h a 37ºC. El medio se retiró cuidadosamente y se añadieron 100 µl de DMSO 
a cada pocillo para romper las células y liberar el colorante. Las lecturas se realizaron a 570 nm 
en el Varioskan. Todos los experimentos se llevaron a cabo tres veces por duplicado. 
 En los experimentos de reducción de la proliferación mediante el uso de anticuerpos e 
inhibidores, la viabilidad celular se representó comparando el anticuerpo anti-FGFR4 con un 
anti-GST (control) o comparando el efecto de inhibidores específicos con las células sin tratar 
(100% de proliferación), incubadas en las mismas condiciones y con la misma cantidad del 
medio (187). 
 
18.5. Apoptosis celular  
 
Para los ensayos de apoptosis, 3x105 células se sembraron en una placa de 24 pocillos 
24 h antes de los tratamientos con 1 mM H2O2,, que se mantienen 16 h en medio sin suero. 
Tras levantar las células con tripsina-EDTA durante 2 min a 37ºC, se centrifugaron y 
resuspendieron en PBS para tener 1x106 células/ml. 100 μl de la suspensión celular se le 
añadieron 2.5 μl de anticuerpo frente a Anexina V marcada con FITC (ImmunoStep) por 
duplicado. Tras incubar la mezcla durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad, se 
añadieron 10 μl de 1 mg/ml ioduro de propidio (Sigma). Tras 5 min a temperatura ambiente en 
oscuridad, se añadieron 300 μl de 10 mM Hepes a pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2  
(Immunostep) y se analizaron los niveles de apoptosis por citometría de flujo en un equipo 
CoulterEpics XL (Beckman Coulter). 
 
18.6.  Formación de colonias en agar blando 
 
El crecimiento independiente de anclaje se cuantificó mediante la formación de colonias 
en agar blando (178). Cada p60 se cubrió con 2 ml de la mezcla de agar (DMEM al 10% FBS 
con 0.6% agar noble). Sobre esta mezcla se añadieron 7.5x104 células resuspendidas en la 
mezcla de agar superior (DMEM al 10% FBS con 0.3% agar noble) a cada placa y se dejó 
gelificar. Se cultivaron las placas durante tres días a 37ºC y 5% CO2, y se añadió 1.5 ml de la 
mezcla de agar superior (sin células). Cada semana durante las tres siguientes, se añadió 1.5 
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ml de DMEM con 10% suero al cultivo. La formación de colonias se monitorizó durante 21 días 
y las colonias se contaron manualmente a partir de las imágenes tomadas de 25 campos 
aleatorios diferentes con un microscopio AF6000 LX (Leica-Microsytems).  
 
18.7. Ensayo de luciferasa  
 
Los diferentes promotores se obtuvieron mediante PCR del DNA de células 3T3-L1. Los 
oligonucleótidos se diseñaron para generar fragmentos de aproximadamente 1000 pb. En todos 
los casos, los oligos hibridan en la posición -700/+297 con respecto al origen de transcripción. 
Las fragmentos de los promotores amplificados fueron: Trip4 -650/+277, Nr2f6 -700/+269, 
OsmR -700/+297, Prrx1 -680/+287 y Cbx6 -681/+293. Los fragmentos amplificados contenían 
en los extremos las dianas de restricción MluI y XhoI para su clonaje en el vector pGL3-Luc. En 
la Tabla 10 se detallan los cebadores utilizados. 
Tabla 10. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de los promotores de los factores 
de transcripción desregulados por Snail en ratón 
Gen Oligonucleótido Secuencia (5’  3’) 
Cbx6 Directo CGCACGCGTCATGCCAATGGCAGAGACCAAA Reverso AGACTCGAGTTAGGGCTGGTTGTCCTTCCT 
Nr2f6 Directo CGCACGCGTCCTCTCCCCTGTAGGCCT Reverso AGACTCGAGCAGGAATATGTTACTTGGGGGAAG  
OsmR Directo CGCACGCGTGTGGACATTTTACCATGCAGC Reverso AGACTCGAGCTGGACTGGTGTCCCAGC 
Prrx1 Directo CGCACGCGTAATACATTGGAGTCCAGGTCA 
Reverso AGACTCGAGTTCTTTGGCTGCTGGAGA 
Trip4 Directo CGCACGCGTGACAAAAGCAATCAGCTCAGT Reverso AGACTCGAGCCATCAAACTCCCACAGC 
Los oligonucleótidos subrayados indican la secuencia que forman las dianas de restricción 
 
Los clonajes se verificaron mediante secuenciación. El promotor de la E-cadherina (-
178/+92), reprimido por Snail1,  se usó como referencia (119, 188). La expresión de luciferasa, 
medida en términos de unidades de luminiscencia relativa (RLU) se cuantificó con el kit 
“Luciferase assay system” (Promega) tras 24 h post-transfección usando el lector GloMax 
(Promega). La expresión de luciferasa en todas las transfecciones se normalizó con el 
contenido proteico y se expresó como RLU por µg. La cantidad de proteína se cuantificó 
mediante el 2D-Quant kit. 
 
Material y métodos 
 
88 
 
 
18.8. Diferenciación adipocítica en la línea 3T3-L1 
 
Para la diferenciación adipocítica, las células 3T3-L1 se sembraron a una densidad de 
1x106 células en placas p60 y se mantuvieron en cultivo tres días. La diferenciación se indujo 
tras 48 h post confluencia añadiendo el cóctel de diferenciación compuesto de 0.5 mM 
isobutilmetilxantina, 2 mM dexametasona y 1.7 mM insulina. Este cóctel se sustituyó a los dos 
días por DMEM con 10% de suero con 1.7 mM de insulina, renovando el medio cada tres días. 
Para la tinción de Oil Red O, las células se lavaron con PBS y se fijaron con 3.7% formaldehído 
durante 1 h a temperatura ambiente. La tinción de las gotas lipídicas se realizó con una 
solución de Oil Red O (1.8 mg/ml en 60% isopropanol) durante 1 h. La solución se retiró con 
agua y se dejó secar para tomar las imágenes de la placa. Para realizar las mediciones 
colorimétricas se disgregaron las células con isopropanol y la absorbancia se midió a 500 nm 
en un espectrofotómetro Genequant (GE Healthcare). 
Para los tratamientos con el anticuerpo anti-IL-17 (R&D Systems), éste se añadió al 
medio de cultivo a una concentración de 500 ng/ml cada dos días durante la diferenciación. 
 
19. Xenotransplantes tumorales 
 
El comité ético del CSIC aprobó los protocolos usados para la experimentación animal 
de acuerdo a las normas de experimentación y bienestar animal. Para los experimentos de 
xenotransplantes tumorales se utilizaron ratones inmunodeprimidos Swiss “nude” (Charles 
River). 
Para generar tumores subcutáneos de las células con FGFR4 silenciado, se inyectaron 
1x107 células SW48 transfectadas estables en el flanco derecho en 0.2 ml de PBS conteniendo 
20% matrigel. En el caso de PIM1 y sus mutantes, se inyectaron en cada flanco del ratón 
2.5x106 células KM12L4 transfectadas transitoriamente con PIM1 en 0.2 ml de PBS con 0.1% 
glucosa. Los tamaños de los tumores se midieron cada dos días. El volumen tumoral (mm3) se 
determinó mediante un calibre y aplicando la siguiente fórmula: 1/2 (ancho2 x largo). Cada 
animal se sacrificó usando cámaras de CO2 siguiendo las normas éticas de la guía “Human 
End points for Animal Use in Biomedical Research (HEP)”. 
 
20. Array de citoquinas  
 
Los medios condicionados libres de suero de las células 3T3-L1 y mMSC (células 
transfectadas Snail1 y control) se recogieron a las 48 h y se incubaron con el array de 
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citoquinas de ratón “Mouse Cytokine Array C3” (RayBiotech) durante toda la noche a 4º C. Este 
array contiene impresos 62 anticuerpos específicos para citoquinas siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Las membranas se escanearon y se analizaron mediante el software Redfin de 
análisis de geles 2D (Ludesi) (178). Las intensidades relativas de las citoquinas se 
normalizaron y compararon con los puntos control de la misma membrana y se representaron 
en unidades arbitrarias.  
 
21. Análisis proteómico 
 
21.1. Marcaje metabólico SILAC de las células 3T3-L1 y preparación de los extractos 
nucleares 
 
Para el marcaje metabólico, las células 3T3-L1/Snail1 y 3T3-L1/control se crecieron bien 
en DMEM que contenía los aminoácidos normales o ligeros (L-lisina y L-arginina) o en medio 
con los isótopos pesados [13C6]-L-lisina y [13C6]-L-arginina (Dundee Cell Products) con un 10% 
de suero dializado, 100 unidades/ml de penicilina/ estreptomicina y 0.5 mg/ml de G418 a 37ºC 
5% CO2 (Figura 14). Se realizaron ocho duplicaciones para permitir alcanzar >97% de la 
incorporación de los aminoácidos pesados, calculamos esta incorporación siguiendo la 
metodología descrita previamente (189). Este cálculo se realizó tras el análisis del extracto 
proteico de las células que han crecido únicamente en el medio con isotopos pesados. Por 
análisis en el espectrómetro de masas, se calculó el porcentaje de péptidos que presentan las 
envolturas isotópicas correspondientes al marcaje frente al total de péptidos identificados. Se 
realizaron experimentos de marcaje directo e inverso como replicado biológico y técnico, para 
evitar sesgos relacionados con el marcaje. 
 
 
Figura 14. Esquema de la metodología seguida en el marcaje metabólico de las células 3T3-L1 transfectadas 
con Snail1. Representación esquemática de los experimentos llevados a cabo para el marcaje SILAC de las líneas 
3T3-L1 Snail1 y control en medio ligero o pesado con DMEM suplementado con 10% FBS dializado y los respectivos 
aminoácidos.  
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Para la obtención de los extractos nucleares, se lavaron las células con PBS, se 
resuspendieron en 4 mM EDTA-PBS y se centrifugaron a 500g durante 5 min. Se utilizó el kit 
de fraccionamiento subcelular (Pierce) que nos permite obtener las distintas fracciones 
(membrana, citoplasma o núcleo) de las células. Las proteínas de la fracción nuclear se 
cuantificaron utilizando el método basado en la fluorescencia del triptófano presente en la 
muestra, con una modificación del protocolo descrito por Wisniewsky (190), donde se usa una 
longitud de onda de excitación de 295(5) nm y una longitud de onda de excitación de 350(20) 
nm. Esta modificación reduce la fluorescencia emitida por tirosina y permite una cuantificación 
más precisa. Finalmente, 25 µg de cada extracto nuclear se mezclaron en una proporción 1:1 y 
se separaron en un gel monodimensional SDS-PAGE al 12.5 % con un amperaje constante de 
25 mA. Los geles se tiñeron con azul de coomassie coloidal y se cortaron 18 bandas de cada 
carril. Cada banda se cortó a su vez en pequeñas fracciones y se eliminó el azul de coomassie 
con bicarbonato amónico/acetonitrilo (ACN) al 50%, deshidratando con ACN y secando en el 
concentrador de vacío SpeedVac (Eppendorf). Las bandas se rehidrataron con 12.5 ng/µl de 
tripsina (Promega) en 50 mM de bicarbonato amónico y la mezcla se incubó durante toda la 
noche con ligera agitación a 37ºC en ThermoMixer (Eppendorf). Los péptidos se extrajeron 
usando 0.5% ácido trifluoroacético (TFA) en ACN, se secaron y se limpiaron utilizando Zip Tip 
con 0.6 µl de resina C18 (Millipore). Las muestras se reconstituyeron en 5 µl de 0.1% ácido 
fórmico y 2% ACN antes de realizar su análisis mediante espectrometría de masas.  
 
21.2. Espectrometría de masas para la identificación y cuantificación de proteínas con 
SILAC 
 
Tras atrapar los péptidos en una columna C18-A1 ASY (ThermoScientific), se eluyeron 
en una columna C18 Biosphere (10 cm de longitud, 75 µm de diámetro y 3 µm de tamaño de 
partícula). Los péptidos se separaron en un gradiente de 180 min de 0-35% de Buffer B (Buffer 
A: 0.1% ácido fórmico/2% ACN; Buffer B: 0.1% ácido fórmico en ACN) con una velocidad de 
flujo de 300 nl/min en un nanoEasy HPLC (Proxeon) acoplado a una fuente iónica con nano-
electrospray (Proxeon). Los espectros de masas se adquirieron en un espectro de masas  
LTQ–Orbitrap Velos (Thermo-Scientific) trabajando en modo positivo. Los espectros de masas 
correspondientes al espectro de barrido completo (m/z 400-1200) se obtuvieron con una 
resolución de 60.000 y se seleccionaron los 15 iones más intensos para su fragmentación 
mediante disociación inducida por colisión (CID) en la trampa iónica, con la energía de colisión 
normalizada al 35%. Los iones con carga única o sin asignación de carga se desecharon. Se 
llevó a cabo una exclusión dinámica con una duración de 30 s. 
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Los archivos de espectros (*.raw) se enfrentaron a la base de datos SwissProt 57.15 
(16230 secuencias) de ratón usando el motor de búsqueda de MASCOT v2.3 (MatrixScience) a 
través de ProteomeDiscoverer (versión 1.4.1.14) (Thermo). En los parámetros de búsqueda, la 
carbamidometilación de cisteínas y la oxidación de metionina se establecieron como 
modificaciones fijas. Como modificaciones variables se seleccionaron la acetilación N-terminal 
y la presencia de isótopos pesados 13C6-Arg y 13C6-Lys. La tolerancia de la selección de los 
precursores y los iones producto se fijó en 10 ppm y 0.8 Da, respectivamente. La identificación 
de los péptidos se validó mediante el algoritmo Percolator usando un valor q ≤ 0.01 (191). Para 
la cuantificación de cada pareja de péptidos SILAC, el software Proteome Discoverer determina 
el área de los cromatogramas iónicos y calcula un ratio entre las dos envolturas isotópicas 
correspondientes a los péptidos pesado y ligero. El cálculo del ratio correspondiente a la 
proteína se calcula como la media aritmética de los péptidos únicos identificados y 
cuantificados. Las proteínas se cuantificaron con, al menos, un péptido en ambos experimentos 
(directo y reverso).  
Los ratios calculados de las proteínas correspondientes a las muestras pesadas y 
ligeras se usaron para determinar alteraciones en la abundancia. Para el cálculo del cambio 
significativo para las proteínas desreguladas se utilizó un test basado en la permutación de los 
péptidos cuantificados que se ha descrito previamente como el más adecuado para los 
experimentos tipo SILAC (192). Las proteínas identificadas con una variabilidad >20% se 
revisaron manualmente para verificar que tanto la envoltura isotópica de las formas pesadas y 
ligeras como la cantidad de picos identificados en esa envoltura eran correctos. Para la 
normalización de los datos, se utilizó la media truncada al 5% para centrar la tendencia de 
todos los ratios de las proteínas cuantificadas en torno a 0. Para calcular la media truncada se 
eliminaron los valores extremos (± 2.5% del total sobreexpresado y reprimido), se calculó la 
media y se usó este valor para normalizar todos los valores, minimizando los efectos de los 
valores extremos que pueden producir un desplazamiento de la curva gaussiana de los ratios 
de las proteínas. También se consideró el efecto que pueden producir las alteraciones en la 
cuantificación debido a la conversión arginina-prolina, que difiere entre distintos tipos celulares, 
así se investigó la tasa de la conversión arginina-prolina en la línea 3T3-L1 usando como 
modificación variable la presencia de prolina pesada en la búsqueda. Se detectó que menos del 
1% de proteínas presentaban la forma pesada de la prolina en las células marcadas. Por tanto, 
no había ningún efecto sobre la cuantificación.  
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Los datos del experimento SILAC con las células 3T3-L1 se encuentran depositados en 
el repositorio público PRIDE con el número de identificación PXD001529 dentro del consorcio 
ProteomeXchange (193). 
 
21.3. Marcaje isobárico por TMT de las mMSC y análisis LC-MS/MS 
 
Las células MSC/Snail1 y MSC/control se crecieron en DMEM con 10% de suero hasta 
alcanzar 100% de confluencia, se renovó el medio y se mantuvieron 48 h post-confluencia. 
Para obtener las proteínas nucleares, se lavaron las células con PBS, se resuspendieron en 4 
mM EDTA-PBS y se centrifugaron a 500g durante 5 min. Para obtener la fracción nuclear se 
utilizó el mismo kit de fraccionamiento subcelular que para las células 3T3-L1. Se cuantificaron 
las proteínas nucleares mediante el método del triptófano y 25 µg de extracto proteico de cada 
muestra (se hace un replicado biológico de cada condición con sobreexpresión de Snail1 y 
control) se disolvieron en 33 µl de 0.1 M bicarbonato de trietilamonio (TEAB) en 6 M urea. Las 
proteínas se redujeron con 2 µl de 50 mM Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) y se alquilaron con 
1 µl de 0.4 M iodoacetamida. Finalmente, añadimos tripsina a una concentración de 10 µg/mg 
de proteína, y la mezcla se incubó durante toda la noche en ligera agitación y a 37ºC. En 
paralelo, se mezclaron las muestras nucleares de ambos replicados biológicos para la misma 
condición (Snail1 y mock). Ambas mezclas son controles técnicos que no deben presentar 
ningún cambio de intensidad con respecto a las muestras individuales marcadas de su misma 
condición (Figura 15). Al día siguiente, los péptidos de las cuatro muestras y ambas mezclas o 
pools se marcaron de manera individual con seis reproteros diferentes TMT 
(TandemMassTags, ThermoScientific). El contenido de los seis tubos se juntó y desaló usando 
la columna de centrifugación Vidac C18 (Harvard apparatus). La muestra se secó en SpeedVac 
antes de realizar el fraccionamiento por OFFGEL, siguiendo las instrucciones indicadas por el 
fabricante (Agilent). La muestra seca se reconstituyó en tampón de enfoque (5% glicerol, 2% 
IPG buffer pH 3.0‐10 (GE Healthcare)) y se cargó en tiras de isoelectroenfoque de 12 pocillos 
(13 cm ImmobilineDryStrip, pH 3.0‐10 (GE Healthcare). Las fracciones recuperadas del 
OFFGEL se desalaron como anteriormente y se secaron en SpeedVac. 
 
Material y métodos 
 
93 
 
Figura 15. Esquema de la metodología seguida para el marcaje isobárico de células mMSC transfectadas con 
Snail1. Representación esquemática de los experimentos proteómicos llevados a cabo para el marcaje metabólico 
de las células mMSC Snail1 y control, tras digestión tríptica y marcaje mediante TMT 6 plex. 
 
La espectrometría de masas se llevó a cabo en un LTQ-Orbitrap Velos equipado con un 
nanoUPLC Acquity (Waters). Los péptidos se atraparon en una precolumna Magic C18 AQ 
(Michrom) (200 Å 0.1 x 20 mm de diámetro) y se separaron en una columna Magic C18 AQ 
(Michrom) (100 Å 0.75 × 150 mm de diámetro). La separación analítica se llevó a cabo con un 
gradiente de 65 min que modifica las concentraciones del buffer como sigue: 0–1 min 95% A 
(0.1% ácido fórmico) y 5% B (0.1% ácido fórmico en ACN), seguido de 65% A y 35% B hasta el 
min 55, y 20% A y 80% B hasta el min 65, con una velocidad de flujo de 220 nl/min. Para la 
obtención de los espectros de masas, la resolución del Orbitrap se fijó en 60.000 con una 
ventana desde 400 a 2000 m/z. Un máximo de tres precursores se seleccionaron para CID en 
el LTQ y HCD para el análisis en el Orbitrap. La normalización de la energía de colisión se fijó a 
un 35% para el CID y un 60% para HCD. Con los archivos de los espectros de masas (*.raw) 
se generó una nueva lista en la cual los espectros obtenidos por CID y HCD se mezclaron para 
obtener simultáneamente la identificación y cuantificación. Para ello usamos el software 
(http://www.expasy.org/tools/ HCD_CID_merger.html) presente en el repositorio de Expasy. El 
archivo generado combinando las doce fracciones de OFFGEL analizadas se enfrentó contra la 
base de datos de ratón SwissProt 57.15 (16230 secuencias) usando el motor de búsqueda 
Phenyx (Genebio). La tolerancia para el ion parental se fijó en 10 ppm y 0.5 Da para los iones 
producto.  
Estos experimentos con las líneas mMSC se realizaron en la facultad de Medicina de la 
Universidad de Ginebra (Suiza), con la supervisión del Dr. Jean Charles Sánchez. 
 
21.4. Análisis por LC-MS/MS de la inmunoprecipitación de FGFR4 
 
Para la inmunoprecipitación de FGFR4 se lisaron las células con GST-FISH (1% Igepal, 
100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 10% glicerol en 50 mM Tris–HCl pH 7.5) y se realizó la incubación 
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del lisado con un anticuerpo policlonal de FGFR4 (SCBT). Los inmunocomplejos se capturaron 
con 100 µl de Proteína G sefarosa (Sigma). Después de lavar, las muestras se cargaron en un 
gel SDS-PAGE para análisis por espectrometría de masas. Se realizó la digestión en gel y el 
estudio de las identificaciones por nanoLC-MS/MS en un LTQ-Orbitrap Velos como en el 
apartado 15.2. El análisis de los espectros se realizó a través del motor de búsqueda 
SEQUEST con ProteomeDiscoverer (1.4.1.14). Los parámetros de búsqueda se fijaron a una 
tolerancia de 10 ppm para el ion precursor y de 0.8 Da para los iones fragmentos. Los péptidos 
identificados se validaron usando Percolator con un q < 0.01. Las proteínas se filtraron con el 
anticuerpo control y eliminando las que aparecen de manera redundante (>20 experimentos) en 
la base de datos Crapome, que recoge los contaminantes más comunes que aparecen en 
experimentos de purificación mediante afinidad e identificación mediante espectrometría de 
masas (194). 
 
21.5. Herramientas bioinformáticas 
 
Para el análisis de las secuencias genéticas de FGFR4 y PIM1 se recurrió a la base de 
datos Ensembl, donde se recoge la información genética completa de numerosas especies. 
Con Ensembl se puede acceder fácilmente a la información sobre las distintas isoformas que 
presenta el gen de interés, alteraciones genéticas o su relación con diferentes patologías (195). 
Además, mediante Ensembl se realizaron los análisis de la frecuencia de los SNP identificados 
en FGFR4 y PIM1 dentro del proyecto “1000 genomas”. Este proyecto contiene la información 
genética completa de 2500 muestras diferentes y describe las alteraciones presentes en, al 
menos, el 1% de las muestras analizadas (196). Ademas hemos obtenido información 
complementaria de la base de datos Genecards del instituto de ciencias Weizmann que aporta 
información tanto a nivel genético, transcriptomico o proteómico de todos los genes descritos o 
predecidos en el ser humano(197).  
La expresión relativa de los genes FGFR4 y PIM1, tanto a nivel de mRNA como 
proteína, se obtuvo de la base de datos Oncomine, que recoge información de múltiples 
experimentos de expresión de mRNA mediante microarrays (198, 199), y del Human Protein 
Atlas que contiene datos de inmunohistoquímica para diferentes anticuerpos de la misma 
proteína en diferentes tejidos normales y patológicos (200). Otra base de datos interesantes es 
cBioportal, que presenta de una manera gráfica y accesible  los datos experimentales de 
estudios de secuenciación masiva y/o expresión de mRNA o proteína en distintos tipos 
tumorales obtenidos por el consorcio “The Cancer Genome atlas” (TGCA) (201). 
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El análisis in silico de la estructura de PIM1 y los cambios que producen las mutaciones 
descritas se ha realizado utilizando el programa Site Directed Mutator (SDM) (202). Este 
programa permite estudiar la estabilidad proteica tras la sustituciones de aminoácidos y las 
modificaciones fisicoquímicas producidas en el entorno de la proteína mediante la comparación 
con una base de datos experimentales para más de 1300 estructuras diferentes. 
Para el estudio de los sitios potenciales de unión del factor de transcripción Snail1 en 
distintos promotores, se recurrió al programa MatInspector, que contiene los algoritmos e 
información necesaria para determinar la presencia de motivos de unión en los promotores de 
interés. El programa MatInspector se encuentra dentro de un paquete de programas científicos 
conocidos como Genomatix (http://www.genomatix.de/matinspector.html) (203). Para validar los 
datos obtenidos en MatInspector recurrimos a la base de datos “Transcriptional Regulatory 
Element Database” (TRED), que presenta información para numerosos promotores en 
mamíferos, indicando los elementos de regulación presentes (204).  
Las proteínas identificadas y cuantificadas en los estudios de proteómica se analizaron 
mediante biología de sistemas usando el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Ingenuity 
Systems, Qiagen) con el fin de obtener la predicción de las funciones biológicas y el análisis de 
las interacciones proteicas. La base de datos de IPA se actualiza periódicamente y contiene las 
interacciones publicadas en la literatura científica entre diferentes proteínas. IPA utiliza esta 
base de datos para la construcción de grupos de proteínas que representan interacciones 
directas e indirectas, interacciones físicas y vías de señalización celular. Por otra parte, el 
programa DAVID se utilizó para evaluar el enriquecimiento subcelular en las muestras 
nucleares extraídas de las líneas celulares 3T3-L1 y mMSC (205).  
 
22. Análisis estadístico 
 
Todos los análisis estadísticos en los ensayos celulares, excepto donde se indique, se 
realizaron utilizando Microsoft Excel (Microsoft Office). Los datos se representan como la media 
± desviación estándar de al menos tres experimentos independientes y, al menos, por 
duplicado. Para la evaluación de la significancia estadística entre grupos, se utilizó la prueba t 
de Student. En todos los análisis estadísticos se consideraron significativos los p-valores 
inferiores a 0.05 en la prueba de dos colas. 
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23. Análisis genético y funcional de los antígenos asociados a tumor: FGFR4 y PIM1 
 
Mediante el cribado con microarrays de proteínas nuestro grupo había analizado la 
respuesta humoral frente a proteínas tumorales en pacientes con CCR. En los trabajos que 
conforman el primer bloque de esta Tesis Doctoral, se evaluaron los niveles de expresión y la 
posible presencia de alteraciones genéticas en los genes de dos AAT (FGFR4 y PIM1) en 
muestras de tejido pareadas (normal/tumoral) como base de la inducción de autoanticuerpos en 
estos pacientes. Por otra parte, se estudió la posible implicación de estas proteínas y de sus 
potenciales mutaciones en el proceso neoplásico de colon mediante ensayos in vitro e in vivo.  
 
23.1. FGFR4  
 
23.1.1. Los pacientes con CCR desarrollan autoanticuerpos frente a FGFR4 
 
En primer lugar, se verificó la repuesta humoral a FGFR4 en pacientes de los que 
disponíamos tanto de suero como de tejido normal y tumoral pareado que se utilizó 
posteriormente para analizar la secuencia del gen codificante de FGFR4. Para ello, se utilizaron 
proteínas expresadas en bacteria en un ensayo de ELISA. El cDNA codificante para FGFR4 se 
amplificó por PCR (Figura 16A), se subclonó en el vector pET28a, que permite expresar la 
proteína fusionada a una cola de histidinas, y se transformó en las células BL21 DE3 de E. coli. 
Los niveles de expresión de FGFR4 fueron de 0.25 mg/litro de proteína, con un grado de 
pureza superior al 90% (Figura 16B).  
Finalmente, se testaron los sueros de 40 pacientes con CCR y 25 sueros de individuos 
control para FGFR4 mediante ELISA (Figura 16C). Los resultados del ELISA mostraron que la 
inmunorreactividad frente a FGFR4 era significativamente mayor en sueros de pacientes 
(media = 1.054, 95% IC: 0.68-1.54, p-valor <0.001) que en sujetos control (media = 0.745, 95% 
IC: 0.42-1.41, p-valor <0.003). Estos datos confirman los resultados obtenidos anteriormente 
(73). Por tanto, procedimos a evaluar las potenciales alteraciones genéticas de FGFR4 en CCR 
que pudiesen ser responsables de la producción de autoanticuerpos. 
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Figura 16. Análisis de FGFR4 como AAT en los pacientes seleccionados. A) El producto de amplificación de 
FGFR4 por PCR se cargó en un gel de agarosa al 2% en TAE en presencia de Gel Red. B) FGFR4 tras su 
purificación se cargó en un gel de SDS-PAGE del 10% y se tiñó con Azul de Coomassie. C) Valores de ELISA para 
FGFR4 obtenido con sueros de pacientes con CCR y control procedentes del Hospital Puerta de Hierro (Madrid) y 
Hospital de Cabueñes (Gijón). 
 
23.1.2. FGFR4 aparece sobreexpresado en líneas celulares y tejidos de CCR 
 
En primer lugar se realizó un meta-análisis de los niveles de expresión de FGFR4 a 
nivel de mRNA utilizando la base de datos “Oncomine” (198, 199) y de la proteína utilizando 
datos de inmunohistoquímica (IHQ) del  Human Protein Atlas (HPA) (200). 
Con la base de datos Oncomine (estudios de Sabates-Bellver (206) y de Skrypczak 
(207), se analizaron los niveles de expresión de FGFR4 en mucosa normal, adenoma y 
adenocarcinoma de colon o recto (Figura 17A). Se observó que los niveles de mRNA de 
FGFR4 eran claramente superiores en tejido de adenocarcinoma de colon, respecto de mucosa 
normal y adenoma de colon. Por otra parte, en Human Protein Atlas, se observó una 
sobreexpresión de FGFR4 en tejido de pacientes con CCR en más del 80% de los tejidos 
analizados respecto de tejido normal mediante IHQ con dos anticuerpos diferentes 
(HPA027273 y HPA028251) (Figura 17B). 
Para verificar estos datos, se llevó a cabo un análisis por WB de distintas líneas 
celulares de CCR con distintas capacidades metastásicas y de extractos de tejido pareado 
normal/tumoral de pacientes con diferente estadio de desarrollo tumoral (Figura 17C). Se 
detectó que la expresión de FGFR4 era claramente superior en líneas celulares metastásicas. 
En tejido, observamos mayores niveles de FGFR4 en el tejido tumoral frente al normal, pero sin 
asociación con ningún estadio del cáncer. 
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Figura 17. Análisis de los niveles de expresión de FGFR4 en CCR. A) Los niveles relativos de expresión génica 
de FGFR4 se analizaron mediante meta-análisis con la base de datos Oncomine. Se analizaron dos estudios y en 
ambos se observó un aumento de la expresión de FGFR4. B) Se analizaron dos anticuerpos distintos de la base de 
datos Human Protein Atlas que mostraron un aumento significativo de expresión de FGFR4 en tejido tumoral de 
CCR. C) WB de FGFR4 en líneas de CCR y en muestras tumorales pareadas. Se utilizó tubulina como control de 
carga. D) TMA de tejido tumoral y mucosa normal. Las imágenes se tomaron a distintos aumentos. La expresión de 
FGFR4 se cuantificó con el siguiente criterio: 1. Tinción baja; 2 tinción normal; 3 tinción fuerte. Se muestra la 
mediana ± desviación estándar y el p-valor. 
 
Mediante la IHQ de un TMA de tejido tumoral y mucosa normal distal de 65 pacientes 
con CCR, encontramos una sobreexpresión de FGFR4 en tejido tumoral (1.42±1.06) con 
respecto al tejido normal pareado (0.54±0.5) estadísticamente significativa (p-valor 1.48 E-7). 
FGFR4 se localizó principalmente en células epiteliales de CCR, sin un incremento significativo 
de expresión en el estroma tumoral (Figura 17D). Estos datos, nos indican que FGFR4 se 
expresa en altos niveles en líneas celulares de CCR, sobretodo en las líneas metastásicas 
KM12SM y SW620, y en tejido tumoral. En los tejidos, la expresión de FGFR4 es 
fundamentalmente tumoral y mayor en los estadios tardíos.  
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23.1.3. El análisis genético de FGFR4 revela la presencia de polimorfismos comunes en 
líneas celulares y tejido de CCR 
 
A continuación, se procedió a investigar la presencia de mutaciones en el gen de 
FGFR4, tanto en líneas de cáncer colorrectal como en tejido de pacientes de CCR. Para ello, 
se aisló el RNA total de las muestras de los mismos pacientes utilizados anteriormente y se 
sintetizó su cDNA, para determinar la presencia de mutaciones. 
Antes de proceder al análisis de los tejidos, las líneas tumorales SW480, SW48, KM12C 
y KM12SM se utilizaron para optimizar el proceso de secuenciación de FGFR4, ya que debido 
al tamaño del cDNA requería de 4 reacciones de PCR por muestra (Figura 18A) y, determinar 
en qué líneas celulares convendría realizar los ensayos funcionales. La amplificación de los 
productos requirió 30 ciclos de PCR (Figura 18B). Tras optimizar el proceso, conseguimos 
amplificar los 4 fragmentos de PCR a la misma temperatura y número de ciclos. Los productos 
de PCR se secuenciaron directamente.  
 
Figura 18. Análisis mutacional de FGFR4 en líneas celulares y tejido de cáncer colorrectal. A) Esquema de los 
fragmentos que se amplificaron por PCR para la secuenciación directa de FGFR4. B) PCRs de las líneas celulares y 
de los tejidos tumorales de los pacientes de CCR. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo mediante la 
amplificación de los fragmentos indicados, o amplificando por PCR el mensajero completo y secuenciando el 
mensajero por fragmentos. 
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Se identificaron varios polimorfismos de nucleótido único “single nucleotide 
polymorphism (SNP)”  en las cuatro líneas de CCR analizadas (Tabla 11), aunque ninguno se 
encontraba en el dominio tirosín quinasa. Dos de las tres mutaciones se encontraban en el 
dominio extracelular y la otra modificaba una valina por una isoleucina en la posición 10 del 
péptido señal. En las líneas KM12 se encontró también el polimorfismo rs351855 que produce 
un cambio de glicina por arginina en la posición 388 (Gly388Arg). Este SNP se asocia a un 
mayor riesgo de desarrollar cáncer, y a un mal pronóstico en cáncer de mama, próstata, 
colorrectal y escamoso de cabeza y cuello (172, 208, 209).  
A continuación, se realizó la amplificación y secuenciación de FGFR4 en veinte 
muestras de tejido tumoral de pacientes con CCR (Figura 18B), encontrando las mismas 
mutaciones presentes en las líneas celulares (Tabla 11). 
 
Tabla 11.  Mutaciones encontradas en FGFR4 en las líneas celulares y en los pacientes de CCR analizados.
MUTACIÓN MUTACIÓN MENSAJERO 
MUTACIÓN 
PROTEINA PACIENTES 
FRECUENCIA 
EN PACIENTES 
LINEAS 
CELULARES PUBLICADA
SNP rs1966265 G195A Val10Ile 108T, T8, T19   15 % SW48, KM12 Si 
SILENCIOSA A329C - AF1T, T8, T9, T18, T19, T22 30% - Si 
SNP rs376618 C577T Pro136Leu 
108T, AF1T, T1, T8, 
T9, T16, T19, T22, T24,
T25, T26  
55% SW48, SW480, KM12 Si 
SILENCIOSA G869A - 
5T, 41T, 44T, AF1T, 
T1, T4, T6, T8, T9, 
T18, T19, T22, T24, 
T25, T26 
75% - Si 
SNP rs351855 G1329A Gly388Arg 
41T, 44T, 109T, T1, T4,
T6, T8, T9, T19, T22, 
T24, T26 
60% KM12 Si 
  
 
La prevalencia de los polimorfismos que encontramos en los pacientes fue del 15% para 
rs1966265, 55% para rs376618 y 60% para rs351855. El polimorfismo rs1966265 (Val10Ile) 
presenta una prevalencia similar a la descrita en el proyecto “1000 genomas” (210) para la 
población ibérica (Figura 19). Para rs376618 (Pro136Leu) se observa un 27% menos de 
presencia del polimorfismo presente en esta población. La alteración rs351855 presenta una 
prevalencia de un 20% más de dicha mutación en pacientes de CCR con respecto a la 
población ibérica, lo que sugiere que dicha mutación puede predisponer a un mayor riesgo de 
padecer cáncer colorrectal (211, 212). Aparte de estos polimorfismos, no identificamos otras 
alteraciones genéticas importantes en FGFR4. 
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Figura 19. Frecuencia de los SNPs descritos en FGFR4 en el proyecto de los 1000 genomas. 
 
En vista de los resultados obtenidos, se concluyó que la principal razón para la 
inducción de autoanticuerpos por FGFR4 en CCR se debe a su sobreexpresión y no a la 
presencia de alteraciones genéticas.  
 
23.1.4. El silenciamiento de FGFR4 disminuye la capacidad tumorigénica en las líneas 
celulares de CCR 
 
Para determinar el efecto de la sobreexpresión de FGFR4 en el desarrollo de CCR, 
procedimos a silenciar FGFR4 en aquellas líneas celulares de CCR que carecían de 
alteraciones genéticas o del polimorfismo rs351855, y que presentaban variaciones en la 
expresión proteica de FGFR4. Utilizamos células SW480, con un nivel intermedio de expresión 
de FGFR4 y poca capacidad metastásica, y células SW620 y SW48 con altos niveles de 
expresión y gran capacidad metastásica.  
 
23.1.4.1. Silenciamiento de FGFR4 en líneas celulares mediante transfección estable o 
transitoria 
 
El silenciamiento de FGFR4 en las líneas SW480 y SW48 se realizó mediante 
transfección estable con cuatro shRNAs que reconocen distintos exones de FGFR4. Como 
control se utilizó un shRNA scramble que no reconoce ningún gen. Para la línea SW620 se 
utilizó un silenciamiento transitorio con un siRNA específico de FGFR4 (Figura 20A). 
El shRNA #41 ocasionó mayor inhibición de la expresión de FGFR4, tanto a nivel de 
proteína como a nivel de mRNA, que los otros 3 shRNAs (Figura 20A). El silenciamiento 
obtenido con siRNA en las células SW620 fue similar al obtenido con shRNAs. Para excluir que  
el silenciamiento de FGFR4 produjera alguna alteración en los otros miembros de la familia de 
receptores se evaluó, mediante RT-PCR, los niveles de mRNA para FGFR1, FGFR2 y FGFR3. 
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No se observaron cambios de expresión por efecto de la inhibición de FGFR4 en otros 
receptores, lo que confirmaba la especificidad del silenciamiento (Figura 20B).  
Figura 20. Silenciamiento de FGFR4 en líneas celulares. Cuatro shRNAs dirigidos frente a diferentes exones de 
FGFR4 y un control (scramble) se utilizaron para obtener una transfección estable en las células de CCR después 
de la selección con puromicina. Por otra parte, se utilizó una transfección transitoria con siRNA para el 
silenciamiento de FGFR4 en la línea SW620. A) Análisis por WB de FGFR4 en las células SW480, SW48 y SW620. 
Se utilizó tubulina como control de carga. B) Análisis por PCR semi-cuantitativa de FGFR1, FGFR2, FGFR3 y 
FGFR4 usando primers específicos en las tres líneas celulares. Se utilizó como control de carga GAPDH. C) 
Inmunofluorescencia de FGFR4 por microscopia confocal de las células transfectadas estables de SW480 y SW48. 
DAPI se utilizó para la detección del núcleo de las células (azul). Las fotos representativas muestran a FGFR4 en 
verde y la actina F en rojo. 
 
Finalmente mediante inmunofluorescencia de células transfectadas con el shRNA #41, 
se confirmó una reducción significativa de FGFR4, mostrando solo una tinción residual de 
FGFR4 localizada en el núcleo de las células SW48 (Figura 20C). 
 
23.1.4.2. Papel de FGFR4 en la tumorigenicidad de las líneas celulares de CCR 
 
Tras confirmar el silenciamiento estable de FGFR4 se analizó su efecto en la capacidad 
tumorigénica de dichas células; esto es en proliferación, adhesión, invasión, migración y 
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capacidad de formar colonias. Mediante ensayos de MTT, se observó que células SW480 o 
SW48 silenciadas mostraban una proliferación menor que las células control (p-valor < 0.01 y < 
0.001, respectivamente) (Figura 21A). Para la adhesión se utilizaron placas recubiertas de 
matrigel. La adhesión de las células silenciadas fue aproximadamente 2.5 veces menor en 
SW480 y 4 veces menor en SW48, que sobreexpresaban FGFR4 (Figura 21B).  
 
Figura 21. El silenciamiento de FGFR4 produce una disminución de las propiedades tumorigénicas en las 
líneas de CCR. A) La proliferación se monitorizó mediante un ensayo de MTT donde se cultivaron las células 
silenciadas durante 72h. La densidad óptica fue significativamente más baja en las células con FGFR4 silenciado (*, 
p<0.01; **, p<0.001). B) La adhesión a Matrigel de las células con FGFR4 silenciado y control se determinó después 
de mantener a las células en medio sin suero durante 5 h. Se observó una disminución significativa de la adhesión 
celular por la pérdida de FGFR4. C) Las células control de SW480 y SW48 (scramble) mostraron dos veces más 
invasividad que las silenciadas. Los datos de todos los experimentos representan la media con su desviación 
estándar de tres experimentos independientes. Se muestran los p-valores de todos los experimentos. D) La 
clonogenicidad de las células silenciadas y control se investigó mediante su cultivo en agar blando. Las imágenes 
microscópicas muestran las colonias que se han formado a los 21 días de cultivo en agar blando. A la derecha de las 
imágenes se muestran las barras que indican la media del número de colonias contadas con su desviación estándar 
en tres campos aleatorios de tres experimentos diferentes. E) Mediante ensayos de cierre de herida, se observó 
durante 96 h cómo las células silenciadas no fueron capaces de cerrar la herida. 
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Para el estudio de la invasión se utilizaron cámaras transwell con matrigel. La capacidad 
de invasión en ambas líneas celulares se redujo 2 veces tras el silenciamiento de FGFR4, en 
comparación con las células control (Figura 21C). Usando ensayos de cierre de herida, las 
líneas celulares silenciadas fueron incapaces de cerrar la herida después de 96 h (Figura 21E). 
El retraso en la migración fue mayor en las células más metastásicas. También se testó la 
capacidad de las células para crecer en condiciones independientes de anclaje mediante 
cultivo en agar blando. Se observó que las colonias obtenidas a partir de células control eran 
significativamente mayores en número y tamaño que en células silenciadas. El ratio entre 
células control y silenciadas fue similar en ambos casos, pero el número y tamaño de las 
colonias fue significativamente mayor en las células SW48 (Figura 21D). En conjunto, estos 
datos indican un papel clave de FGFR4 en la migración e invasión en cáncer colorrectal, siendo 
más relevantes los resultados obtenidos en células metastásicas, que expresan una mayor 
cantidad de FGFR4. 
 
23.1.4.3. FGFR4 como efector de la transición epitelio-mesénquima 
 
Las alteraciones observadas tras el silenciamiento de FGFR4 sugerían que podía existir 
un efecto sobre la transición epitelio-mesénquima (EMT). Así, se decidió evaluar si el 
silenciamiento de FGFR4 alteraba los mediadores de la EMT. Para ello, se analizaron los 
niveles de expresión de Snail1 (SNAI1), TWIST1, ZEB1 y E-cadherina (CDH1) mediante qPCR 
(Figura 22A) y TGFβ1 mediante PCR semicuantitativa (Figura 22B). 
En el par isogénico SW480/SW620, el silenciamiento de FGFR4 provocó una 
disminución significativa de Snail, TWIST1 y ZEB1, y un aumento significativo de E-cadherina. 
Sin embargo, en las células SW48, observamos una reducción importante de Snail1 (SNAI1), 
TWIST1 y TGFβ, pero sin aumento de E-cadherina. La disminución de ZEB1 fue más 
significativa en SW480 que en las líneas metastásicas SW620 y SW48. Los niveles de E-
cadherina y Snail1 fueron similares a los observados por qPCR. La expresión de vimentina, 
como marcador mesenquimal, disminuyó por efecto del silenciamiento de FGFR4 en las tres 
líneas analizadas (Figura 23A). La metaloproteasa de matriz MT1-MMP no sufrió cambios 
importantes en las células SW48 y SW480, mientras que sufrió un aumento significativo en 
SW620 similar  al aumento de E-cadherina. 
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Figura 22. Efecto del silenciamiento de FGFR4 en la expresión de inductores de EMT. A) El cDNA obtenido a 
partir del RNA total de las células silenciadas y control fue utilizado para realizar una qPCR usando primers 
específicos para los genes de Snail1 (SNAI1), TWIST1, ZEB1 y E-Cadherina (CDH1). Se utilizó GAPDH para la 
normalización de los resultados. Los datos representan la media y la desviación estándar de dos experimentos 
independientes. B) RT-PCR semicuantitativa para amplificar TGFβ con el mismo cDNA. Se utilizó GAPDH como 
control de carga. 
 
Por inmunofluorescencia confirmamos el incremento de la expresión de E-cadherina, en 
las uniones adherentes y en los contactos célula-célula tras el silenciamiento de FGFR4 (Figura 
23B). Las diferencias en la expresión de E-cadherina fueron más evidentes en la membrana 
celular, indicando que la expresión de FGFR4 inhibe la expresión de E-cadherina en la 
superficie celular.  En conclusión, el silenciamiento de FGFR4, provocó una reducción de 
Snail1 y un incremento de E-Cadherina. Todos estos datos nos indican que la pérdida de 
FGFR4 provoca una reducción del fenotipo mesenquimal y una reversión hacia un fenotipo 
epitelial, por lo que la capacidad tumorigénica del tumor y especialmente su capacidad 
metastásica se vería reducida. Por tanto, nuestros resultados sugieren que FGFR4 es un 
importante efector en la EMT y la invasión celular.  
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Figura 23. Efectos del silenciamiento de FGFR4 sobre marcadores epiteliales y mesenquimales. A) Células 
silenciadas para FGFR4 y control se lisaron y el extracto proteico se utilizó para WB. La abundancia de cada 
proteína se cuantificó por densitometría. La tubulina se usó como control de carga. B) Las células silenciadas 
estables SW480 y SW48 se analizaron mediante inmunofluorescencia. E-Cadherina (verde) y DAPI (azul) para la 
tinción del núcleo de las células. 
 
 
23.1.4.4. Efecto de FGFR4 en señalización y supervivencia celular 
 
Para determinar los efectos de FGFR4 en señalización celular, analizamos las líneas 
celulares silenciadas para FGFR4 tras la activación con FGF19 y heparina.  La fosforilación en 
SRC, ERK1/2 y AKT fue significativamente menor en las células silenciadas en FGFR4 (Figura 
24), destacando la pérdida de la fosforilación en ERK1. Estos datos sugieren que los efectos 
observados en la EMT pueden deberse a la pérdida de señalización por AKT. Además, se 
observó que la heparina interacciona con FGFR4 para activar vías de SRC y ERK1/2, pero la 
vía de AKT es capaz de activarse por su interacción con otro tipo de receptores. Dado que AKT 
juega un papel muy importante en los procesos de supervivencia celular, se evaluó la 
respuesta a apoptosis por peróxido de hidrogeno en las células silenciadas (Figura 25). Las 
células silenciadas muestran un aumento significativo de apoptosis, en torno al 20% respecto 
de los controles después del tratamiento con peróxido de hidrogeno. Las células silenciadas y 
control sin tratamiento muestran niveles similares de apoptosis.  
 
Resultados 
 
110 
 
Figura 24. Vías de señalización alteradas por la expresión y señalización a través de FGFR4. Las células 
control y silenciadas de FGFR4 SW480 y SW48 se mantuvieron en medio sin suero y, posteriormente, se incubaron 
en medio DMEM sin suero con FGF19, heparina o FGF19 más heparina durante 30 min. Las células se lisaron y el 
análisis se realizó por WB, usando anticuerpos específicos frente a AKT, ERK1/2 y SRC total y forforilado. α-
Tubulina se utilizó como control de carga.  
 
Este efecto de FGFR4 sobre la apoptosis celular en respuesta al estrés oxidativo puede 
jugar un papel importante en estadios avanzados del cáncer colorrectal, facilitando la 
supervivencia de las células de CCR. 
 
 
Figura 25. FGFR4 
participa en la 
supervivencia 
celular.   Las células 
se incubaron en medio 
DMEM completo con 
10% FBS, antibiótico y 
en presencia o 
ausencia de H2O2 
durante 16 h. El 
experimento de 
apoptosis se llevó a 
cabo por citometría. 
Las células que tienen 
silenciado FGFR4 
presentan un mayor 
nivel de apoptosis. Los 
experimentos se 
realizaron por 
triplicado. Se muestra 
la mediana ± DE de 
tres experimentos. 
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Tras el análisis por WB de las vías de señalización activadas por FGFR4 se determinó 
cuál de ellas participaban directamente en la invasión celular. Para ello, se llevó a cabo un 
estudio con las células silenciadas y control, utilizando inhibidores específicos. Para este 
ensayo, utilizamos UO126 (inhibidor de MEK1/2), PP2 (inhibidor de SRC), JNK inhibitor II, y 
FAK inhibitor 14 (Figura 26). 
Figura 26. FGFR4 señaliza a través de SRC y ERK. Para verificar la señalización por FGFR4, las células se 
trataron con inhibidores de las vías estudiadas por WB. Se incubaron las células control y silenciadas con inhibidores 
de MEK1/2 (UO126), JNK, FAK y SRC (PP2). Tras el tratamiento se realizaron ensayos de invasión. Los datos 
representan la media de tres experimentos independientes. 
 
UO126 y PP2 causaron una reducción en la invasión de las células SW480 y SW48, 
mucho más pronunciada en las células control que en las silenciadas. El inhibidor de JNK 
causó una menor disminución en las células control respecto a las silenciadas. Estos 
resultados indican que el silenciamiento de FGFR4 produce una inhibición en la señalización 
por SRC y ERK1/2, lo que conlleva a una menor invasión de las células SW480 y SW48. 
Inhibición similar  a la obtenida en las células control con inhibidores específicos para ambas 
vías. 
 
23.1.5. FGFR4 como diana terapéutica en cáncer colorrectal 
 
Para valorar el uso de FGFR4 como potencial diana terapéutica se siguieron dos 
estrategias diferentes. Por un lado, se estudió el efecto de inhibidores de quinasas y, por otro 
lado, se estudió el uso de anticuerpos específicos de FGFR4 sobre la proliferación celular en 
líneas de CCR. 
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23.1.5.1. Inhibición de la proliferación celular por inhibidores de quinasas 
 
Se valoró el efecto de dos inhibidores de quinasas PD173074 y TKI-258 (Dovitinib). El 
inhibidor PD173074 es un potente inhibidor específico de los receptores tirosín quinasa 
FGF/VEGF. En cambio, el Dovitinib es un inhibidor muy efectivo de una gran variedad de 
receptores tirosín quinasa como los receptores FGFR, VEGFR y PDGFR, entre otros. Tras 
realizar el tratamiento con ambos inhibidores observamos que las células metastásicas, al 
presentar altos niveles de FGFR4, eran más sensibles a los inhibidores que las poco 
metastásicas (Figura 27A). 
Figura 27. Efecto de 
inhibidores de tirosin 
quinasa sobre la 
proliferación de líneas de 
cáncer colorrectal. A) Se 
realizaron ensayos de 
proliferación in vitro usando 
PD173074 y Dovitinib. Los 
experimentos se llevaron a 
cabo con DMEM con 10% 
FBS y antibióticos. Después 
de 72 h de incubación con las 
concentraciones indicadas, la 
viabilidad celular se determinó 
mediante MTT. Las 
absorbancias de las células 
control sin tratar se tomaron 
como el 100 % de crecimiento 
celular, y la reducción de la 
proliferación se calculó con la 
siguiente fórmula: 
(crecimiento relativo células 
sin tratar – crecimiento 
relativo células tratadas) / 
crecimiento relativo de células 
sin tratar) x 100. Cada 
columna muestra la media de 
tres experimentos 
independientes, testando 
cada concentración por 
triplicado. Las barras indican 
la desviación estándar de 
cada ensayo. B) Para validar 
cómo afectan los inhibidores a 
la señalización de FGFR4, 
realizamos un análisis por WB 
de las células SW480 y SW48 
tras su tratamiento durante 5 
h con 1.25 µM de inhibidor. 
Las células se lisaron y se 
llevó a cabo el WB usando 
anticuerpos específicos para 
AKT, ERK1/2 y SRC total y 
fosforilado. La tubulina se 
utilizó como control de carga. 
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El Dovitinib fue mucho más efectivo en la inhibición de la proliferación que el inhibidor 
pan-FGFR PD173074, de manera dosis dependiente (p-valor <0.001) y, principalmente, en 
células metastásicas. A 80 nM, la inhibición producida en las células metastásicas (20% en las 
SW48 y 60% en las KM12SM) fue significativamente mayor que en las células control y en las 
no metastásicas. El Dovitinib, fue capaz de inhibir la proliferación de las células KM12 hasta 
rangos muy bajos de concentración (1 nM). Las  HEK293 o control, con una baja expresión de 
FGFR4, presentaban una menor inhibición (Figura 27A). Por WB se observó en las líneas 
SW480 y SW48 una reducción importante (alrededor del 90%) en la activación de SRC, una 
reducción significativa (en torno al 60%) en la activación de ERK1/2 y una pequeña reducción 
de los niveles de fosfo-AKT (Figura 27B). En conjunto, las vías de señalización alteradas por el 
uso de los inhibidores coinciden con lo observado en el silenciamiento, confirmando la 
implicación de FGFR4 en las vías de señalización de SRC y MAP quinasas. 
 
23.1.5.2. Inhibición de la proliferación celular mediante anticuerpos específicos para 
FGFR4 
 
A continuación, se valoró el efecto del tratamiento con anticuerpos específicos de 
FGFR4 sobre la proliferación de líneas celulares (Figura 28). La mayor inhibición se obtuvo a 
una concentración de anticuerpo de 400 nM, aunque se observaron reducciones significativas 
de la proliferación a concentraciones entre 13 y 26 nM dependiendo de la línea celular. El 
efecto fue más importante sobre SW480 y SW48 que KM12C o KM12SM y fue mayor en las 
células KM12SM que en las células KM12C, alcanzando un 42% de la inhibición de la 
proliferación después del tratamiento con el anticuerpo. Los mayores efectos se observaron en 
SW480 y SW48, donde se alcanzó un 70% y un 55% de inhibición, respectivamente. Los 
efectos producidos sobre la línea BxPc3 de cáncer de páncreas no fueron significativos, tanto 
con el anticuerpo para FGFR4 como con el control, siendo de un 18% a una concentración de 
400 nM y no observándose reducción de la proliferación a 100 nM. Los efectos del tratamiento 
sobre HEK293 fueron menos significativos que los que se obtuvieron con las líneas de CCR. 
 
En conjunto estos datos indican la capacidad de inhibición significativa de la 
proliferación celular en CCR con el uso de anticuerpos o inhibidores químicos frente a FGFR4 
de manera proporcional a sus niveles de expresión, tanto en células metastásicas como no 
metastásicas, confirmando el potencial de FGFR4 como diana terapéutica en CCR.  
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Figura 28. Anticuerpos anti-FGFR4 inhiben la proliferación de las células de CCR in vitro. Células KM12C, 
SW480, KM12SM, SW48 y células control BxPc3 y HEK293 se incubaron con anticuerpos específicos frente a 
FGFR4 en DMEM completo con 10% FBS. Tras 72 h de incubación se llevaron a cabo ensayos de MTT (570 nm) 
para determinar el crecimiento celular. Los datos se obtuvieron igual que el experimento de la figura 27. 
 
 
23.1.5.3. Efectos in vivo del silenciamiento de FGFR4 
 
Como validación final del efecto del silenciamiento de  FGFR4, se realizaron ensayos in 
vivo en ratones desnudos. Se inyectaron 1x107 células SW480, SW48 silenciadas y control 
subcutáneamente en ratones Swiss nude para analizar el efecto del silenciamiento de FGFR4 
en el crecimiento tumoral in vivo (Figura 29A). Se observó que las células SW48 control 
formaron tumores en más del 90% de los ratones inyectados, mientras que las células con 
FGFR4 silenciado sólo formaron tumores en menos del 60% de los animales (Figura 29B). Las 
células SW480 fueron incapaces de formar tumores de un tamaño cuantificable, por lo que no 
se consideraron para este estudio. Un dato destacable es la existencia de una inhibición total 
de la vasculatura del tumor en los tumores extirpados correspondientes a las células 
silenciadas (Figura 29C). En glioma, se ha descrito que la supresión de la expresión de FGFR1 
y FGFR2 es capaz de alterar procesos de neogénesis en este tipo de cancer (213), pero no 
existen datos al respecto sobre FGFR4 y su papel en la angiogénesis en ningún tipo tumoral.  
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Figura 29. El silenciamiento de FGFR4 limita el crecimiento y la vascularización del tumor in vivo. A) Las 
células control y silenciadas frente a FGFR4 de SW48 se inyectaron subcutáneamente en ratones desnudos (Swiss) 
monitorizando el crecimiento del tumor cada 3 días para cada población celular. La comparación final de los tumores 
originados entre ambas cohortes fue estadísticamente significativa. B) Porcentaje de tumores implantados para cada 
condición. C) A día 100, ambos grupos de animales se sacrificaron, necropsiaron y los tumores se diseccionaron y 
fotografiaron.  
 
En definitiva, como recogemos en el trabajo publicado (214), FGFR4 controla la 
invasión tumoral, la proliferación y procesos de vascularización del tumor. Por tanto, FGFR4 
aparece como un claro candidato para su desarrollo como diana terapéutica en CCR. 
 
23.1.6. Identificación de mediadores de la señalización de FGFR4 mediante 
espectrometría de masas 
 
Para identificar nuevos mediadores de la señalización de FGFR4, se llevó a cabo la 
inmunoprecipitación de FGFR4 en un lisado proteico de KM12SM, que expresa altos niveles de 
FGFR4, con un anticuerpo policlonal acoplado de sefarosa. Como control, se trató en paralelo 
un lisado de KM12SM con una IgG no relacionada y así descartar la unión de proteínas 
inespecíficas. Por WB se verificó el  enriquecimiento significativo de la proteína FGFR4 (Figura 
30A). Mediante una electroforesis monodimensional en SDS-PAGE convencional, se concentró 
todo el extracto en 2 bandas que se digirieron con tripsina en gel y se procedió a la 
identificación de los péptidos trípticos mediante análisis por LC-MS/MS (Figura 30B). 
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Figura 30. Inmunoprecipitación de FGFR4 y caracterización mediante LC-MS/MS para detectar proteínas que 
interaccionen con FGFR4. A) Comprobación por WB de la inmunoprecipitación de FGFR4 con el anticuerpo 
policlonal. B) Protocolo de inmunoprecipitación e identificación mediante espectrometría de masas.  
 
Se identificaron 1536 péptidos que corresponden a 683 proteínas. Estas proteínas se 
filtraron con los resultados de la IgG control y la base de datos “Crapome”, una base de datos 
que recoge los contaminantes más comunes que aparecen en experimentos de afinidad por 
espectrometría de masas. De esta manera se redujo la lista a un total de 140 proteínas (Tabla 
Suplementaria 1). Tras revisión bibliográfica sobre sus posibles implicaciones en apoptosis, 
crecimiento celular o angiogénesis, se seleccionaron 15 proteínas (Tabla 12), que pueden 
interaccionar directa o indirectamente con el receptor FGFR4. Se observó una gran cantidad de 
proteínas relacionadas con señalización a través de Ras (RALA, RHOC, RHOG, RAC3 y 
TOLLIP), que participan en el control de la migración y la adhesión celular. También destacan 
algunas proteínas como MCTS1, BAP31 o S100A14. MCTS1 es un oncogén implicado en la 
regulación del ciclo celular, mecanismos de reparación del DNA y especialmente en la 
angiogénesis. BAP31 y S100A14 participan directamente en el control de la apoptosis por vías 
de señalización que implican la participación de caspasas y p53 respectivamente. 
 Estas proteínas específicas de la inmunoprecipitación de FGFR4 pueden ser claves 
para determinar el papel de FGFR4 en procesos de supervivencia celular o vascularización 
tumoral donde los procesos de EMT no juegan ningún papel. Estas proteínas y su interacción 
con FGFR4 abren vías de estudio novedosas para comprender el papel de FGFR4 en CCR y el 
posible desarrollo de nuevas dianas terapéuticas.  
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Tabla 12.  Proteínas identificadas implicadas en distintos procesos celulares como apoptosis o proliferación 
celular 
 
Número de 
Acceso Descripción Gen  
Cobertura 
(%) 
Peptidos 
identificados Función 
P51572 B-cell receptor-associated protein 31 BAP31  18.70 5 
Chaperona que participa en transporte y 
regula la actividad de la Caspasa 8 
Q9BUP3 Oxidoreductase HTATIP2 HTAI2  3.31 1 
Oxidorreductasa necesaria para la 
supresión tumoral 
Q9ULC4 Malignant T cell-amplified sequence 1 MCTS1  16.02 2 
Gen supresor de tumores que controla el 
ciclo celular 
O00264 Membrane-associated progesterone receptor component 1 PGRMC1  18.97 3 
Se asocia con EGFR para controlar  la 
activación de MMP9 
P53801 Pituitary tumor-transforming gene 1 protein-interacting protein PTTG  10.00 1 Translocación de PTTG al núcleo 
P60763 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 RAC3  9.90 2 
GTPasa que participa en procesos de 
adhesión celular 
P11233 Ras-related protein Ral-A RALA  12.14 2 
GTPasa que participa en distintas 
funciones celulares 
P08134 Rho-related GTP-binding protein RhoC RHOC  5.70 1 
Señalización celular entre receptores de 
membrana y citoesqueleto 
P84095 Rho-related GTP-binding protein RhoG RHOG  8.90 1 
Participa en procesos de migración 
celular 
Q15404 Ras suppressor protein 1 RSU1  17.69 4 
Posible señalizador de la vía de 
transducción RAS 
Q9HCY8 Protein S100-A14 S100A14 25.00 2 Regula los niveles de p53 
O75663 TIP41-like protein TIPRL 3.31 1 Regulador de la fosfatasa PP2A 
Q9H0E2 Toll-interacting protein TOLIP  5.11 1 
Componente de la vía de señalización de 
IL-1 y receptores Toll-like 
Q15631 Translin TSN 10.53 3 Activador del complejo RISC 
Q99598 Translin-associated protein X TSNAX 8.97 2 Activador del complejo RISC 
 
 
23.2. PIM1 
 
23.2.1.  Respuesta humoral frente a PIM1 en el suero de pacientes con CCR 
 
Siguiendo el mismo abordaje que el usado con FGFR4, procedimos a estudiar la 
respuesta humoral en la serie de pacientes utilizada para el análisis de las alteraciones 
genéticas. El clon para PIM1 se obtuvo de la colección MGC. Su cDNA se amplificó por PCR 
para subclonarlo en el vector pET28a (Figura 31A) y expresar PIM1 en células BL21 DE3 de E. 
coli (Figura 31B). Utilizando PIM1 purificada, se analizó su reconocimiento por los sueros 
procedentes del Hospital Puerta de Hierro y del Hospital de Cabueñes (Figura 31C) mediante 
ELISA. Los resultados del ELISA mostraron una mayor reactividad frente a PIM1 de los sueros 
de pacientes con CCR (media PIM1 = 0.715, 95%IC: 0.3-1.5, p-valor <0.003) que los pacientes 
control (media PIM1 = 0.372, 95%IC: 0.2-0.6, p-valor <0.004).  
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Figura 31. Análisis de la respuesta humoral frente a PIM1 en los pacientes seleccionados. A) El producto de 
amplificación de PIM1 por PCR se cargó en un gel de agarosa al 2% en TAE en presencia de Gel Red. B) La 
proteína PIM1 tras su purificación se cargó en un gel de SDS-PAGE al 10% y se tiñó con Azul de Coomassie. C) 
Valores de ELISA para PIM1 obtenido con sueros de pacientes con CCR y control, procedentes del Hospital Puerta 
de Hierro (Madrid) y Hospital de Cabueñes (Gijón). 
 
 
23.2.2.  PIM1 aparece levemente sobreexpresado en tejidos de CCR  
 
En trabajos previos, nuestro laboratorio analizó la expresión de PIM1 en un TMA de 
CCR. La expresión de PIM1 fue moderada-alta en 36 de los 42 tejidos tumorales analizados, y 
no se detectó en 30 de los 35 tejidos normales. PIM1 se detectó principalmente en el 
citoplasma de las células tumorales lo que confirmó que la expresión de PIM1 es 
significativamente superior en tejidos tumorales (73).  
Aquí, realizamos el meta-análisis de los niveles de expresión de PIM1 en pacientes de 
CCR utilizando la base de datos Oncomine (198, 199) (Figura 32A). Los niveles de mRNA tanto 
en el estudio de Sabates-Bellver (206) como en el de Skrzypczak (207) no presentan niveles 
altos de expresión para PIM1 en adenomas, pero sí en carcinoma colorrectal. Según la base de 
datos del Human Protein Atlas (200) (Figura 32B), el tejido normal prácticamente no expresa 
PIM1 según las  tinciones realizadas con dos anticuerpos distintos (CAB017040 y HPA003941). 
Con el anticuerpo HPA003941 no se ve tinción en ninguna célula tumoral. En cambio, para el 
anticuerpo CAB017040 se observó una tinción moderada en el citoplasma de las células 
tumorales en 5 de 11 casos analizados. Esta discrepancia entre ambos anticuerpos puede ser 
debido a la calidad de los los anticuerpos utilizados y que no son adecuados para esta técnica. 
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En cambio, el anticuerpo utilizado previamente en nuestro laboratorio para el análisis del TMA 
se mostró más eficaz (73).  
 
Figura 32. Análisis de los niveles de expresión de PIM1 en CCR. A) Los niveles relativos de expresión génica de 
PIM1 se analizaron mediante dos estudios de la base de datos Oncomine. En ambos estudios se muestra un 
aumento de la expresión de PIM1. B) Los niveles relativos de PIM1 mediante IHC se analizaron en el Human Protein 
Atlas, en donde aparecen los resultados para dos anticuerpos distintos. Se verificó el aumento de PIM1 en tejido 
tumoral de CCR con el anticuerpo CAB017040. C) Por WB se analizó la expresión de PIM1 en líneas de CCR y en 
muestras tumorales pareadas. Se utilizó RhoGDI o tubulina como control de carga.  
 
Finalmente, se analizó mediante WB la expresión de PIM1 en líneas celulares de CCR 
con distintas capacidades metastásicas y extractos de tejidos pareado normal/tumoral de 
pacientes con CCR (Figura 32C). Se observó que la expresión de PIM1 en las líneas celulares 
de CCR es muy variable. En el par isogénico KM12 vemos que las KM12C con menor 
capacidad metastásica, presentan mayores niveles de PIM1 que las líneas KM12SM y KM12L4 
de elevada capacidad metastásica. En cambio, para el par isogénico SW480/SW620, las 
células más metastásicas presentan mayores niveles de PIM1. Por otro lado, en los extractos 
de tejido vemos que PIM1 presenta mayor expresión en pacientes que se encuentran en los 
estadios avanzados de la enfermedad. Estos datos junto a las IHQ realizadas en nuestro 
laboratorio indican claramente que la sobreexpresión de PIM1 se encuentra mayormente en 
estadios avanzados de la enfermedad. 
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23.2.3.  PIM1 presenta una gran variedad de mutaciones somáticas  y alteraciones en 
CCR 
 
Dado que PIM1 no mostró una clara sobreexpresión en estadios tempranos de CCR, 
según nuestra hipótesis debería presentar algún otro tipo de alteraciones para explicar la 
presencia de autoanticuerpos. Así, procedimos a secuenciar el mRNA de PIM1 para verificar la 
posible presencia de mutaciones. La amplificación del mRNA en la mayoría de las muestras 
analizadas (tanto de líneas celulares como de tejidos de pacientes) se llevó a cabo en una sola 
reacción de PCR, y la secuenciación se realizó con dos amplificaciones inferiores a 1000 pb 
(Figura 33A). Al igual que en el estudio de FGFR4, se realizó la optimización de las reacciones 
de PCR en las células SW48, SW480, KM12C y KM12SM.  
Figura 33. Análisis genético de PIM1 en líneas celulares y tejidos de cáncer colorrectal. A) Esquema de los 
fragmentos que se amplifican por PCR para la secuenciación directa de PIM1. B) PCRs de las líneas celulares y de 
los tejidos tumorales de los pacientes de CCR. Las reacciones se llevaron a cabo mediante la amplificación de los 
fragmentos indicados, o bien, se amplificó por PCR todo el mensajero y se secuenció por fragmentos. 
 
La amplificación se optimizó realizando 35 ciclos de PCR para ambas condiciones, y 
evaluando los productos de la PCR en un gel de agarosa al 1.5%. Se utilizó distinta 
temperatura para la reacción del fragmento completo (60ºC) en el paso de anillamiento de los 
primers que en la reacción de los fragmentos separados (58ºC), donde se obtuvieron 
amplificaciones más limpias (Figura 33B). En la secuencia del cDNA de PIM1 en las líneas 
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celulares únicamente detectamos la presencia del SNP His48Asp en KM12 (Tabla 13). Este 
polimorfismo (C299G) sólo afecta a la isoforma de 44 kDa y provoca la sustitución de una 
histidina por un aspártico, en la posición 48. Se trata de un polimorfismo poco estudiado a 
pesar de que presenta una prevalencia en torno al 30-50% según reflejan los datos del 
proyecto de los “1000 genomas” (210). En la población ibérica la prevalencia se encuentra 
alrededor del 32%. Al encontrarse únicamente en la isoforma de 44 kDa descrita recientemente 
(86), no hay estudios sobre las posibles implicaciones que pueda tener en la progresión 
tumoral, o su utilidad en diagnóstico y/o pronóstico de CCR, por lo que su estudio como un 
posible marcador de pronóstico genético era una vía interesante de estudio. 
Una vez optimizada la amplificación de PIM1 por PCR en líneas pasamos a estudiar los 
pacientes. En la mayoría de ellos pudimos obtener la secuenciación de PIM1 en una única 
reacción de PCR (Figura 33B), pero en tres de ellos (77T, 99T y 140T) las reacciones de PCR 
para los fragmentos A y B se realizaron por separado. 
 
Tabla 13.  Mutaciones encontradas en PIM1 en líneas celulares y pacientes de CCR. 
MUTACIÓN MUTACIÓN MENSAJERO
MUTACIÓN 
PROTEINA PACIENTES 
FRECUENCIA 
EN PACIENTES
LINEAS 
CELULARES PUBLICADA 
SNP  
rs262936 C299G His48Asp 
5T, 11T, 41T, 75T,
T7, T8, T10, T23 20% KM12 Si 
DELECIÓN G1068- Δ303 5T 2.5% - No 
SILENCIOSA A1335G - 44T 2.5% - No 
SOMÁTICA T354G Leu66Arg 107T 2.5% - No 
SILENCIOSA C1093T - 74T 2.5% - No 
SOMÁTICA G1100A Ala315Thr 77T, 78T, 108T, 140T 10% - No 
SOMÁTICA C1380A Pro402Leu 67T 2.5% - No 
SILENCIOSA C846A - T9 2.5% - No 
SOMÁTICA G321A Ser55Asn T4 2.5% - No 
SILENCIOSA C1165T - T7 2.5% - No 
SOMÁTICA T1073A Tyr306Asn T24 2.5% - No 
SOMÁTICA T1125A Leu323Gln T26 2.5% - No 
  
 
Al analizar las secuencias de los pacientes encontramos un alto número de mutaciones. 
El polimorfismo descrito en KM12 (His48Asp) se observó en un 20% de los pacientes 
analizados. Además, se identificaron otras siete mutaciones somáticas diferentes (Tabla 13), 
destacando por su alta frecuencia la mutación G1100A en el 10% de los pacientes analizados, 
que origina el cambio Ala315Thr en el dominio quinasa. También se encontraron otras seis 
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mutaciones somáticas en pacientes individuales de CCR. Entre ellas, destacamos la observada 
en el paciente 5T, donde se produce una deleción del nucleótido G1068 que provoca la 
transformación del triplete TGG (Trp 304) en un codón stop TGA, produciendo una proteína 
PIM1 truncada (303) sin el dominio quinasa.  
En conjunto, los datos indican un alto número de mutaciones en PIM1 lo que podría 
explicar la aparición de autoanticuerpos. De hecho, el 50% de los pacientes que presentan el 
polimorfismo His48Asp tienen niveles altos de autoanticuerpos frente a PIM1. Los pacientes 
con mutaciones somáticas presentaron también altos niveles de autoanticuerpos de PIM1, 
excepto el paciente T4 con mutación Ser55Asn, cuyo suero no mostró señal en el ELISA.  
 
23.2.4.  Alteraciones genéticas descritas en PIM1 modifican las propiedades 
tumorigénicas de líneas celulares de CCR 
 
Al tratarse de mutaciones no descritas previamente, se estudió su implicación en 
proliferación, invasión, adhesión y supervivencia celular. Así, se procedió a generar los 
vectores con las secuencias de cuatro mutantes identificadas.  
 
23.2.4.1. Obtención de los mutantes de PIM1 por PCR y clonaje en vector de 
expresión de mamíferos. 
 
 Se seleccionaron las proteínas con las mutaciones que aparecen en un alto número de 
pacientes (His48Asp y Ala315Thr), la mutación que producía mayor inmunorreactividad en 
ELISA (paciente 67T, Pro402Leu) y la que mayor cambio produce en la estructura de la 
proteína (paciente 5T, Δ303). Se generaron mediante mutagénesis dirigida por PCR (175, 176). 
Se obtuvo el fragmento de PIM1 y sus variantes por PCR. Tras su digestión con enzimas de 
restricción específicas, se subclonaron en el vector de expresión pcDNA3.1 para realizar 
ensayos funcionales en las líneas celulares (Figura 34A).  
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Figura 34. Obtención y 
expresión de los mutantes de 
PIM1 en líneas de CCR. A) 
Amplificaciones de los 
fragmentos correspondientes al 
gen de PIM1 completo y con las 
mutaciones indicadas. B) WB 
tras 24 h de transfección de los 
vectores pcDNA3.1 con las 
distintas construcciones de los 
mutantes de PIM1 en las líneas 
KM12C, KM12SM y KM12L4. 
 
 
Cuando se evaluaron los niveles de expresión para PIM1 en las líneas KM12C y 
KM12L4 se observó que presentaban niveles endógenos de PIM1 muy diferentes (Figura 32C). 
Los niveles de PIM1 endógenos en las líneas KM12C y KM12SM nos llevó a incluir la línea 
KM12L4 en los ensayos funcionales para evaluar la sobreexpresión de PIM1 y observar los 
cambios en las propiedades tumorigénicas. Se realizaron las transfecciones transitorias de los 
plásmidos pcDNA3.1 con las distintas construcciones en ambas líneas celulares y se 
confirmaron por WB los niveles de expresión de PIM1 a las 36 h de la transfección (Figura 
34B), observándose una buena expresión de todos los mutantes. En las líneas que expresan el 
mutante Δ303 presentan una doble banda que puede corresponder a nuestro mutante de 
deleción pero no lo hemos podido comprobar. 
 
23.2.4.2. La  mutación puntual Ala315Thr aumenta las capacidades tumorigénicas 
de las líneas celulares de CCR 
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A continuación, se analizaron los efectos sobre las propiedades tumorigénicas de los 4 
mutantes mediante distintos ensayos funcionales utilizando la línea KM12C como control.  
 
Figura 35. La sobreexpresión del mutante Ala315Thr de PIM1 produce un aumento de las propiedades 
tumorigénicas en las líneas de CCR. A) La proliferación se determinó mediante ensayo de MTT donde se 
cultivaron las células transfectadas durante 48 h. La densidad óptica fue significativamente mayor en las células con 
sobreexpresión de PIM1 Ala315Thr. B) La adhesión a matrigel de las células KM12C y KM12L4 no sufrió ningún tipo 
de cambio significativo a pesar de la sobreexpresión de PIM1. C) La invasión de las líneas KM12C no alcanzó un 
número de células que permitiese determinar si producía o no un aumento significativo. En cambio en la línea 
KM12L4, la sobreexpresión de PIM1 Ala315Thr y PIM1 His48Asp  produjo un fuerte incremento en la capacidad de 
invasión de las células. Los datos de los experimentos representan la media con la desviación estándar de tres 
experimentos independientes. (*, p<0.1; **, p<0.01; ***, p<0.001). 
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En la línea celular KM12L4 se observó un aumento significativo de la proliferación en 
torno al 30% por la sobreexpresión del mutante Ala315Thr (p-valor < 0.01) (Figura 35A). La 
sobreexpresión de PIM1 con el polimorfismo His48Asp en KM12L4 produjo un aumento en la 
proliferación de aproximadamente el 20%, aunque no estadísticamente significativo. El resto de 
mutantes no influyeron en la proliferación de estas líneas celulares. En los ensayos de 
adhesión celular no se observó ningún cambio significativo por la transfección de PIM1 o sus 
mutantes, por lo que parece que no se altera ningún tipo de moléculas implicada en adhesión 
(Figura 35B). En cambio, en las células KM12L4 la construcción PIM1 Ala315Thr presentó un 
aumento significativo en la capacidad de invasión (p-valor <0.001) con respecto al control y a 
las otras construcciones. Además, observamos mayor invasión por la sobreexpresión de PIM1 
His48Asp (p-valor <0.01) (Figura 35C). En la línea KM12C, no se observaron ningún cambio 
significativo en la capacidad de invasión.  
Las mutaciones Δ303 y Pro402Leu no mostraron ningún cambio significativo en los 
ensayos in vitro, presentando datos similares a los obtenidos con los tratamientos del vector 
vacío. Estos datos sugieren estas alteraciones podrían inactivar la actividad quinasa de PIM1.  
En los siguientes estudios nos vamos a centrar en las mutaciones His48Asp y Ala315Thr que 
producen alteraciones significativas en la proliferación e invasión celular y pueden ser las más 
interesantes.  
 
23.2.4.3. Alteraciones en la supervivencia celular ocasionadas por los mutantes 
His48Asp y Ala315Thr de PIM1 
 
Debido a que uno de las funciones mejor caracterizadas de PIM1 es su papel en el 
control de la apoptosis,  se analizó el efecto en la supervivencia de la línea celular KM12L4 por 
la expresión de PIM1 y las variantes que mejores resultados mostraron en los experimentos 
previos. Se cuantificaron por citometría los niveles de apoptosis después de tratamiento con 
peróxido de hidrógeno a distintas concentraciones. Además, se evaluó si las mutaciones de 
PIM1 producen una modificación capaz de interferir en la acción del inhibidor específico SMI-4A 
de PIM1  (Figura 36). Los tratamientos únicamente con el inhibidor SMI-4A no presentaban 
ningún cambio en la supervivencia celular con respecto al no tratado, solamente cuando 
exponíamos a las células al peróxido de hidrógenos fuimos capaces de valorar el efecto del 
inhibidor. 
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Figura 36. Alteraciones en la supervivencia celular inducidas por los mutantes de PIM1. Se utilizaron distintas 
concentraciones de H2O2 (1.5 a 3 mM) y el tratamiento combinado de 2 mM H2O2 con el inhibidor especifico de 
PIM1 SMI-4a (20 nM). Se analizaron los niveles de apoptosis celular por citometría de flujo y marcaje con anexina 
V/ioduro de propidio. 
 
El tratamiento con 2 mM H2O2 produce una resistencia a la apoptosis significativa en las 
líneas que sobreexpresan los  mutantes de PIM1 (Ala315Thr o His48Asp). El polimorfismo 
His48Asp y la mutación puntual Ala315Thr, presentan un 25% y un 35% de células vivas frente 
al control, respectivamente. Incluso aumentando la concentración de H2O2 se sigue 
manteniendo esta proporción de supervivencia respecto al control. En cuanto a la resistencia al 
fármaco SMI-4a, observamos que no existen diferencias entre PIM1 y sus mutantes.  
 
Tras los resultados obtenidos en supervivencia celular, se analizaron las vías de 
señalización de supervivencia mediante WB que puedan explicar las alteraciones descritas en 
los mutantes de PIM1 (Figura 37). Además, se analizaron vias donde participa PIM1 como las 
vías del control del ciclo celular (c-Myc o p27) o de procesos de proliferación o crecimiento 
celular (mTOR o S6). La sobreexpresión de PIM1 en la línea KM12L4 produce un aumento 
significativo en todas estas vías de señalización, siendo las construcciones mutantes las que 
presentaron mayor activación. Los niveles de BCL-2 y BCL-XL aumentaban con la 
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sobreexpresión de PIM1, siendo ambos mutantes los que presentaban mayores niveles de 
ambas BCL. Además, los mutantes inhibieron más eficazmente la apoptosis como se observa 
por la ausencia de activación de la caspasa 3. 
 
 
 
 
Figura 37. Análisis de la via de señalización 
de PIM1 y sus variantes en células KM12L4. 
Se analizan las proteínas que participan en los 
procesos de proliferación, ciclo celular y 
apoptosis, activadas por Pim1. Vemos como los 
mutantes His48Asp y Ala315Thr  presentan una 
mayor activación en estas vías que la 
producida por la proteína wild type,  Se utilizó 
RhoGDi como control de carga. 
 
 
Por otra parte, los niveles de la vía mTOR, donde PIM1 es capaz de alterar esta vía a 
través de su acción sobre 4E-BP1, aumenta los niveles de fosforilación de la proteínas mTOR 
como de la proteína ribosomal S6. La activación de esta vía por la expresión del mutante 
Ala315Thr parece superior al resto, lo que explicaría que fuera la mutación que mejor 
resultados presentaba en los ensayos de proliferación. Respecto a proteínas que participan en 
la regulación del ciclo celular como c-Myc o p27, los niveles de c-Myc fueron algo superiores en 
las variantes mutantes, siendo en este caso los mayores niveles de activación de estas vías por 
la mutación His48Asp. 
 
 
23.2.4.4. Analisis in silico de los cambios estructurales de la mutación Ala315Thr  
 
Actualmente, se conoce la estructura del dominio quinasa de PIM1 (aminoácidos 115-
400). Hay 99 estructuras cristalográficas del dominio quinasa depositadas en el Protein Data 
Bank (PDB) (101, 215). Para evaluar el efecto de las mutación Ala315Thr en la estructura de la 
proteína hemos utilizado el programa “Site Directed mutator“(SDM) (202). Este programa 
permite calcular la estabilidad de la proteína mutante frente al wild type comparando los 
cambios producidos en el entorno de los aminoácidos mediante una base de datos con datos 
experimentales para más de 1300 estructuras diferentes, realizando el cálculo de la energía 
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libre de plegamiento (ΔΔG) de la proteína mutante. Además, este programa puede predecir si 
la mutación introducida puede llegar a estar relacionada con el desarrollo de patologías, 
comparando los resultados obtenidos con la estabilidad de proteínas homólogas en distintas 
patologías (216, 217). A pesar de ser datos predictivos, este software presenta una correlación 
del 80% en las estabilidades predichas y las obtenidas experimentalmente (218), así como del 
61% de acierto en las mutaciones asociadas a patologías y verificadas experimentalmente 
(219, 220). 
La mutación Ala315Thr se encuentra en el interior de una alfa hélice en las estructuras 
existentes para PIM1, siendo capaz de desestabilizar la estructura con una ΔΔG< 2 kcal/mol. 
Este valor de ΔΔG se encuentra en el límite de la estabilidad de la proteína, permitiendo su 
viabilidad y aumentando teóricamente la flexibilidad de la proteína (Figura 38). Este cambio 
estructural puede estar relacionado con un aumento de su actividad catalítica (221), que 
correspondería con lo observado en los distintos ensayos funcionales. 
 
 
Figura 38. Modelo de predicción del cambio estructural de la mutación Ala315Thr. 
 
23.2.4.5. Efecto de la sobreexpresión de PIM1 y sus mutantes sobre las líneas 
tumorales in vivo 
 
Finalmente evaluamos los posibles efectos in vivo en ratones atímicos Swiss Nude. de 
PIM1 wild type y los mutantes (His48Asp y Ala315Thr). Se inyectaron subcutáneamente en 
ratones desnudos 5x106 células KM12L4 transfectadas con las variantes de PIM1, la proteína 
wild type o el vector vacío. Debido a que se trata de transfecciones transitorias, el estudio del 
crecimiento del tumor se limitó a 10 días debido a la pérdida paulatina de expresión de la 
proteína sobreexpresada (Figura 39). 
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Al igual que experimentos previos, el aumento del crecimiento tumoral está 
directamente relacionado con la sobreexpresión de PIM1. Las variantes produjeron un aumento 
significativo en la proliferación y supervivencia de las células que lo expresan. El tamaño de los 
tumores en el día 10 tras la inyección de las células transfectadas transitoriamente con las 
variantes (Ala315Thr: 95.3±9.5 mm3 y His48Asp: 98.8±10.25 mm3) fue significativamente 
superior al tamaño encontrado en los tumores con PIM1 wild type (59.28±4.35 mm3) o con el 
vector vacío (38±5.58 mm3). El tumor generado por las células que expresan PIM1 wild type fue 
de mayor tamaño que el de las células control, pero sensiblemente inferior al obtenido con los 
mutantes 
 
Figura 39. Xenotransplante de líneas tumorales con sobreexpresión de PIM1 “wild type” y sus mutantes. A)
Células KM12L4 transfectadas con el vector pcDNA3.1 vacío y las distintas construcciones de PIM1 se inyectaron 
subcutáneamente en ratones desnudos (Swiss). Monitorizamos el crecimiento del tumor mediante inspección 
manual y visual durante 10 días. B) En el día 10, los animales se sacrificaron y los tumores se diseccionaron, 
midieron y fotografiaron. Se muestra imágen representativa de cada uno de los tumores generados. 
 
 . En conclusión, la presencia de PIM1 produce un aumento de las capacidad 
tumorigénicas in vitro e in vivo de las células de CCR que lo expresan. La mutación Ala315Thr 
y el polimorfismo His48Asp aumentan la proliferación, la invasión y la capacidad tumorigénica 
de estas líneas celulares de manera significativa. Dada su alta frecuencia en los pacientes de 
ambas mutaciones pueden ser importantes para su desarrollo como biomarcadores genéticos o 
el desarrollo de dianas terapéuticas especificas frente a estas variantes mutantes de PIM1. 
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23.2.5. El polimorfismo His48Asp de PIM1 no posee valor pronóstico en CCR 
 
Debido a la carencia de información sobre el polimorfismo His48Asp en referencia a su 
valor pronóstico e impacto en la supervivencia de los pacientes de CCR, decidimos realizar un 
estudio de discriminación alélica mediante PCR utilizando sondas TaqMan específicas para 
este polimorfismo. Por colaboración con el Dr. Víctor Moreno (Instituto Catalán de Oncología) 
obtuvimos una serie de muestras de DNA de pacientes con CCR con seguimiento de 
supervivencia y tiempo libre de enfermedad a 10 años. Se analizó el efecto de este 
polimorfismo en el pronóstico o supervivencia, obteniendo datos para la discriminación alélica 
de 171 pacientes de CCR (Figura 40A).  
 
 
Figura 40. Análisis del valor pronóstico del polimorfismo His48Asp de PIM1 en CCR mediante 
discriminación alélica por sondas TaqMan. A) Mediante el análisis por sondas TaqMan se caracterizó el alelo del 
polimorfismo His48Asp utilizando DNA de 171 pacientes de CCR con datos de 10 años de seguimiento. En la tabla 
aparecen las frecuencias para cada una de los fenotipos en los pacientes analizados. B) Se realizó el análisis de la 
supervivencia global de los pacientes y el tiempo libre de la enfermedad con los datos clínicos con un seguimiento a 
10 años y su relación con el polimorfismo His48Asp.    
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La distribución alélica del polimorfismo fue similar a la que encontramos en la población 
ibérica (32%) siendo ligeramente superior en nuestro estudio con una frecuencia del 38%. 
Desafortunadamente, los análisis de supervivencia global y tiempo libre de enfermedad 
realizados, no mostraron diferencias significativas a 10 años en función de la diferente 
distribución alélica (Figura 40B). Ajustando los datos por edad, sexo y estadio  tampoco 
obtuvimos diferencias  significativas. A pesar de los efectos descritos en las células, parece que 
su uso no es adecuado como biomarcador por no presentar ninguna asociación al pronóstico 
de los pacientes con CCR. 
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24. Caracterización proteómica del papel de Snail1 en la diferenciación de 
fibroblastos tumorales 
 
En los trabajos que conforman el segundo bloque de la Tesis Doctoral hemos intentado 
esclarecer los mecanismos moleculares por los que Snail1 es capaz de bloquear la 
adipogénesis en fibroblastos. Para identificar el papel de Snail1 sobre la inhibición de la 
diferenciación adipocítica hemos analizado el subproteoma nuclear de células 3T3-L1 y mMSC 
que sobreexpresan Snail1 aplicando herramientas proteómicas cuantitativas (SILAC y TMT). 
  
24.1. Marcajes isobáricos de las líneas celulares 3T3-L1 y mMSC para su 
caracterización proteómica  
 
La sobreexpresión de las transfecciones estables de Snail1 se confirmó mediante WB 
en las líneas celulares 3T3-L1 y mMSC (Figura 41A). Dado que la activación de los fibroblastos 
es dependiente del contacto célula-célula, se testaron los niveles de Snail1 y el marcador de 
fibroblasto activo S100A4 a diferentes niveles de confluencia (50, 80 y 100%). La mayor 
expresión de estos marcadores se produjó a las 48 h después de la confluencia, momento en el 
cual se inician los procesos de diferenciación en estos tipos celulares, por lo que estas 
condiciones fueron las seleccionadas para realizar el análisis proteómico (Figura 41B).  El 
marcaje de las células 3T3-L1 se realizó mediante marcaje metabólico en medio SILAC (Figura 
14). Para el marcaje de la línea mMSC se optó por realizar un marcaje isobárico TMT 6-plex de 
los péptidos, debido a que no es una línea inmortalizada y que la estrategia metabólica requiere 
un alto número de duplicaciones (Figura 15). Se decidió analizar la fracción nuclear por 
considerarla la más representativa de la acción de un factor de transcripción como Snail. La 
calidad del fraccionamiento celular se confirmó mediante WB usando anticuerpos específicos 
frente a la proteína nuclear lámina B y la proteína citoplasmática RhoGDI (Figura 41C). Con el 
marcaje metabólico de las células 3T3-L1 se obtuvo una incorporación >97% de aminoácidos 
pesados calculado como se describió previamente (189). Se muestran alguno ejemplos de 
espectros de masas con la correcta incorporación de péptidos ligeros y pesados en los ensayos 
directo y reverso (Figura 42A). 
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Figura 41. Expresion de Snail1 y la verificación del fraccionamiento de las muestras mediante WB (A). B) En 
las células 3T3-L1 Snail1 y control se analizó a distintos niveles de confluencia. La abundancia de Snail1 y S100A4 
se cuantificó por WB. La tubulina se utilizó como control de carga. En paralelo, las células mMSC se crecieron en 
medio normal suplementado con 10% FBS. C) La calidad del fraccionamiento subcelular se evaluó mediante WB 
mediante los niveles de Lamina B y Rho GDI -proteínas control de núcleo y citoplasma, respectivamente- en las 
fracciones citoplasmática y nuclear mediante WB.  
 
 
Figura 42. Evaluación del marcaje en las líneas 3T3-L1 y mMSC. A) Verificación de la incorporación de los 
péptidos ligeros y pesados en ambos ensayos de la línea 3T3-L1. Se pueden observar las envolturas isotópicas de 
seis péptidos correspondientes a seis proteínas diferentes que posteriormente se validaron mediante otras técnicas. 
B)  Verificación del correcto marcaje en los péptidos de las distintas muestras con los reporteros del TMT.  
Resultados 
 
134 
 
Se verificaron la correcta masa/carga de los reporteros unidos a los péptidos en las 
distintas muestras y sus niveles de intensidad (Figura 42B). 
 
24.2. Normalización de los datos y proteínas alteradas por Snail1 
 
Mediante análisis SILAC de la línea celular 3T3-L1 se identificaron 3920 proteínas entre 
el marcaje directo e inverso, de las cuales 2800 eran comunes. Se cuantificaron 3483 
proteínas, con 2251 proteínas comunes. (Figura 43A). Los datos se normalizaron frente a una 
media truncada en un 5%, de manera que se minimiza el efecto de los valores extremos, y 
centramos la distribución del ratio logarítmico en cero (Figura 43B). Usamos como cambio 
significativo para las proteínas desreguladas con un valor de cambios mayores a 1.5, que se 
obtuvo mediante un test estadístico basado en la permutación de los péptidos cuantificados 
(192). Se obtuvieron 574 proteínas desreguladas por Snail1 como significativas con cambios 
superiores a 1.5, en el núcleo de las células 3T3-L1.  
Figura 43. Proteínas identificadas y cuantificadas en células con sobreexpresión de Snail1. A) Proteínas 
identificadas y cuantificadas en los experimentos directo e inverso del SILAC de las células 3T3-L1. B) 
Normalización de los datos SILAC mediante la media truncada que permite ajustar de manera más eficiente los 
datos a la distribución normal. C) La intensidad de los reporteros TMT se normalizó frente a la media, permitiendo 
una optimización de los datos obtenidos en el TMT 6-plex para las células mMSC. 
  
Resultados 
 
135 
 
 En total encontramos 111 proteínas sobreexpresadas y 463 reprimidas en la fracción 
nuclear de las células 3T3-L1 que sobreexpresan Snail1 frente a las células control (Figura 
44A) (Tabla Suplementaria 2).  
Tras el marcaje de las células mMSC con TMT 6-plex, se identificaron 1136 proteínas 
en la fracción nuclear. Los datos se normalizaron usando EasyProt (222). Este software 
calcula, para cada uno de los canales del TMT, la abundancia de cada péptido dividida entre la 
suma de la abundancia correspondiente a ese péptido en todos los canales (Figura 43C).  
 
 
Figura 44.  Proteínas cuantificadas en el extracto celular de las células 3T3-L1 y mMSC con sobreexpresión 
de Snail1. A) Distribución de los log ratios de las proteínas frente a su abundancia en las células 3T3-L1 Snail1 y 
control en el ensayo de SILAC y B) en las células mMSC para el ensayo de TMT 6 plex tras normalizar ambos 
ensayos proteómicos. Las proteínas inhibidas y sobreexpresadas se representan en negro, rojo y azul, 
respectivamente. Las proteínas que no presentan cambios significativos se muestran en verde. C) Proteínas 
diferencialmente reguladas según su localización subcelular determinada de acuerdo a DAVID. D) Diagrama de 
Venn proporcional con la representación del solapamiento de las proteínas cuantificadas en común en ambos 
estudios.  
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Este tipo de normalización permite eliminar las pequeñas diferencias que pudiese 
presentar el material de partida entre las distintas muestras. Además, para cada canal se tiene 
en consideración el factor de corrección del marcaje isobárico que es facilitado por el 
fabricante, este factor es necesario para realizar la normalización final. EasyProt determinó 
como valor significativo los cambios superiores  a ≥1.23 en la expresión de las proteínas por 
efecto de Snail1.  Con este punto de corte, obtuvimos un total de 391 proteínas desreguladas, 
con 97 sobreexpresadas y 294 reprimidas (Figura 44B) (Tabla Suplementaria 3). Globalmente, 
considerando ambos estudios, vemos un mayor número de proteínas reprimidas, en 
concordancia con el hecho de que Snail1 es principalmente un represor transcripcional.  
El número de proteínas nucleares asignadas por DAVID (205) fue de 458 frente a un 
total de 2251 cuantificadas en 3T3-L1, y de 531 de las 1136 de las mMSC, confirmando el 
enriquecimiento de la fracción nuclear mediante el fraccionamiento subcelular utilizado (Figura 
44C). En total, se cuantificaron 491 proteínas comunes en ambos experimentos a pesar de las 
diferencias experimentales y de tratarse de líneas celulares diferentes (Figura 44D).   
 
24.3. Análisis de las vías de señalización celular alteradas por la sobreexpresión de 
Snail1 
 
Con las proteínas desreguladas en ambos estudios se realizó el análisis bioinformático, 
con Ingenuity Pathway Analysis (IPA), para determinar qué funciones se encontraban alteradas 
y qué proteínas podrían ser claves en las distintas vías de señalización (Figura 45).  
Figura 45. Vías de señalización alteradas por la sobreexpresión de Snail1. Por IPA se identificaron las vías 
alteradas más significativas en  3T3-L1 y mMSC. Existen bastantes vías comunes en ambos ensayos como la vía de 
señalización de mTOR, integrinas o el transporte mediado por RAN.  
En ambas lineas, destaca la alteración en la vía de señalización mTOR y la señalización 
de iniciación de la traducción proteica mediada por los factores de elongación eIF2 (Figura 
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46A). Además, vemos alterada la ruta de transporte nuclear mediada por RAN a través de los 
poros nucleares, la señalización por integrinas y las vías que implican la activación de PI3/AKT 
Destaca el gran número de proteínas alteradas que participan en la remodelación de la 
cromatina, como son Hmga2, Top2a que aparecen sobreexpresadas, especialmente en la línea 
mMSC. Identificamos un buen número de proteínas Cromobox como Cbx1, 3, 5 (que se 
encuentran sobreexpresadas) y Cbx6 y 8 (reprimidas por la expresión de Snail1).  Observamos 
que la expresión de Snail1 en la línea 3T3-L1 produce un importante incrementó en la 
abundancia de diferentes componentes del complejo NuRD (se identificaron en el estudio 
Chd4, Hdac1, Mbd2, Mta2, Mta3, Gatad2a, Gatad2b, Rbbp4 y Rbbp7), que actúa como un 
represor transcripcional a través de la remodelación de la cromatina y participa tanto en 
procesos de progresión del ciclo celular como la estabilidad genómica (223) (Figura 46B). 
 
 
Figura 46. Vías alteradas por la expresión de Snail1. A) Represión de múltiples componentes de la iniciación de 
la traducción proteica en ambos ensayos. B) Aumento de múltiples factores del complejo NuRD que relacionan por 
primera vez los niveles de Snail1 con este importante represor transcripcional. C) IPA nos permitió predecir la 
inhibición de los niveles de PPARγ y la sobreexpresión de c/EBPβ, críticos para la inhibición de la adipogénesis. 
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Por otro lado, se encontraron también un gran número de factores de transcripción 
reprimidos como Stat1, Stat3,  NfkB, Trip4, Nr2f6, Prrx1 y Sra1 (un componente del complejo 
ribonucleoproteico coactivador Ncoa1) y proteínas relacionadas con Src, como c-Src, 
Fam120a, Sh3bp1, Lipb1 y Tln1. Además, encontramos reprimidas β-catenina, Gsk3β y Yap1 
que participan en la diferenciación celular. Destaca la fuerte represión de Yap1 en el núcleo de 
ambas líneas celulares por Snail1, Yap1 es junto al factor Taz los factores de transcripción 
controlados por la vía de señalización Hippo. El aumento de Yap1 en el nucleo de las células 
se ha relacionado con el control del tamaño de los órganos y la pluripotencia en células madre 
embrionarias y mesenquimales (224, 225).  
Resepcto a los  mediadores directos de adipogénesis, encontramos un incremento de 
los niveles de C/EBPβ por Snail1 en las células 3T3-L1. Además, gracias a los datos que 
aporta el estudio proteómico IPA predijo la represión de los niveles de PPARγ y la 
sobreexpresión en C/EBPβ. Se identificaron 47 proteínas desreguladas que participan directa o 
indirectamente en la señalización de estos dos factores de transcripción (Figura 46C).   
El incremento del factor de transcripción C/EBPβ sugiere que la expresión de Snail1 no 
afecta a las fases iniciales de la diferenciación donde se produce la fase de expansión mitótica 
clonal previa a la diferenciación final. Este dato concuerda con el aumento de proliferación que 
se observa en los fibroblastos que sobreexpresan Snail1. Esta mayor proliferación podría ser la 
causa por la que estos fibroblastos expresando Snail1 tienen la capacidad de formar sarcomas 
(139). 
 
24.4.  Validación de las proteínas alteradas implicadas en la diferenciación adipocítica 
 
A continuación procedimos a validar las proteínas identificadas y las predicciones 
bioinformáticas mediante PCR y WB. En primer lugar, comprobamos por RT-PCR 
semicuantitativa los niveles de C/EBPα, C/EBPβ y PPARγ, tres factores críticos en 
adipogénesis (Figura 47A). Los niveles de C/EBPβ estaban claramente aumentados por la 
expresión de Snail1, mientras que de C/EBPα y PPARγ no se detectaron en ninguna de las dos 
líneas celulares. 
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Figura 47. Validación de las proteínas desreguladas mediante PCR. A) El cDNA sintetizado a partir de RNA 
procedente de las células 3T3-L1 se utilizó en la RT-PCR semicuantitativa para el análisis de los factores PPARγ, 
c/EBPα y c/EBPβ. B) PCR cuantitativa de los factores de transcripción Trip4, Nr2f6, OsmR, Prrx y CBX6 en ambos 
tipos celulares. Los datos representan la media y la desviación estándar de tres experimentos.  
 
Tambien, verificamos por PCR cuantitativa los niveles de expresión de algunos factores 
de transcripción que podrían participar en la inhibición de la diferenciación producida por Snail1 
tanto en 3T3-L1 como en mMSC. Se analizaron los niveles de Trip4, Nr2f6, Prrx1, Cbx6 y el 
receptor OsmR (Figura 47B). Verificamos la represión en ambas líneas celulares para Cbx6, 
Nr2f6 y, principalmente, para Prrx1. En cambio, no detectamos cambios en la expresión de 
Trip4 y un efecto contrario al esperado para el receptor OsmR por la acción de Snail1 en las 
células mMSC. Estas diferencias podrían deberse a las propiedades de célula madre de las 
células mMSC respecto de un estado más diferenciado de las 3T3-L1. 
A continuación, mediante WB pudimos comprobar que los niveles de los factores de 
transcripción descritos en la qPCR coinciden también a nivel de proteína (Figura 48A). Se 
verificó la fuerte caída de Sra1 y Yap1 en las fracciones nucleares de ambas líneas. Destacó 
también la fuerte inhibición de Prrx1 por la expresión de Snail1, como habíamos visto a nivel de 
mRNA. Se validaron algunas vías de señalización que aparecían alteradas en ambas líneas 
celulares (Figura 48B). Confirmamos la represión de la vía de mTOR por la disminución de la 
fosforilación de la proteína RP6 y de mTOR. También se verificó el aumento en la fosforilación 
de la Ser473 de Akt, como se ha descrito previamente (136). El aumento en la fosforilación de 
Akt y la caída de mTOR indicarían que la isoforma inhibida es mTORC1, dado que mTORC2 
participa en la fosforilación de la Ser473 de Akt que observada por WB. Como consecuencia de 
la inhibición de mTORC1 observamos la represión de la proteína eiF3D, componente del 
complejo multiproteico eiF3 que interacciona con el complejo eIF2 para la iniciación de la 
traducción proteica, proceso activado por la vía de señalización de mTORC1-RPS6. 
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Figura 48. Verificación 
de las proteínas 
desreguladas en 
ambas líneas celulares. 
Se analizaron los niveles 
de proteína para los 
factores de transcripción 
(A), para distintos 
componentes de la 
señalización celular (B) y 
para los miembros del 
complejo NuRD. Se 
utilizó la lámina B como 
control de 
fraccionamiento y de 
carga. 
 
En el estudio de las células 3T3-L1 se detectaron múltiples alteraciones en proteínas de 
uniones celulares, por lo que también analizamos los niveles de Fam120A y Talina1, que 
participan activamente en la formación de estas uniones, verificando su represión en ambas 
líneas celulares. Src fosforilado se encuentra reprimido, en concordancia a la inhibición de 
proteínas relacionadas con Src en los estudios proteómicos.  
También, se evaluó el complejo NuRD inducido por Snail1 (Figura 48C). Se observó un 
aumento de expresión de todos los componentes en ambas líneas celulares, excepto HDAC2, 
MTA2 y RBBP7. NuRD puede actuar como un activador o represor transcripcional, 
interactuando con diferentes factores de transcripción dependiendo de la composición de los 
componentes de NuRD y de las modificaciones post-traduccionales que estos presenten (226). 
En los datos proteómicos de las celulas 3T3-L1 observamos un aumento de MBD2, que dentro 
del complejo es el encargado de unirse al DNA hipermetilado para su silenciamiento. Cuando 
MBD2 forma parte del complejo NuRD se le conoce como MeCP1 (227), siendo este el 
complejo que puede estar regulado por la expresión de Snail1.  
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24.5. El análisis in silico de los promotores revela proteínas y factores de transcripción 
cuya expresión es controlada por Snail1 
 
Analizamos los factores de transcripción que pudiesen estar reprimidos de manera 
directa por Snail1 y así identificar aquellos que participasen directamente en la diferenciación 
celular. Siguiendo la metodología descrita, identificamos los sitios de unión de Snail1 al motivo 
“caja E” presente en los promotores de distintos genes. Para la búsqueda de estos sitios de 
unión en nuestras proteínas desreguladas, realizamos un análisis in silico con MatInspector 
(Genomatix), que contiene librerías de matrices con sitios de unión de factores de transcripción. 
De esta manera identificamos 28 proteínas cuantificadas con sitios de unión tipo “caja E” (Tabla 
Suplementaria 4). Posteriormente comparamos los resultados obtenidos con la base de datos 
TRED (Transcriptional Regulatory Element Database), donde se encuentran las secuencias del 
promotor, lo que nos permitió definir con exactitud los posibles sitios de unión de Snail1. 
Finalmente, nos centramos en los promotores de aquellos factores de transcripción alterados 
cuya expresión habíamos verificado previamente: Trip4, Nr2f6, OsmR, Prrx1 y Cbx6, presentan 
varios potenciales sitios de unión para Snail1 en los promotores de sus genes (Figura 49). 
 
Figura 49. Diagrama de los promotores de los factores de transcripción reconocidos por Snail. Se señalan los 
motivos E-box y los primers utilizados para ChIP. Los datos sobre las 28 proteínas de Matinspector se obtuvieron de 
la base de datos TRED. 
 
Para analizar experimentalmente la unión de Snail1 a estos sitios de unión, clonamos 
dichos promotores en el vector de luciferasa pGL3. Una vez verificado el clonaje mediante 
secuenciación, llevamos a cabo un ensayo de luciferasa usando el promotor de la E- cadherina 
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como control del experimento (Figura 50A). Snail1 inhibió la actividad de luciferasa con los 
promotores de Trip4, Nr2f6, OsmR y Prrx1, mientras que los cambios fueron muy leves para 
Cbx6. La capacidad de represión de los promotores de Trip4 y Prrx1 fue superior a los de E-
cadherina, iguales para Nr2f6 y más baja para Cbx6 y OsmR. 
 
 
Figura 50. Análisis de la unión de Snail1 a los promotores seleccionados y efecto del silenciamiento de 
Snail1. A) Las células 3T3-L1 se transfectaron con los promotores clonados en el vector de luciferasa pGL3, 
usando el promotor de la E-cadherina como control. Los datos representan la media de la actividad de la luciferasa 
incluyendo la desviación estándar de tres experimentos independientes comparados con las células control. (**: p < 
0.005; ***: p < 0.001). B) Para confirmar la unión de Snail1 a los promotores, se llevó a cabo un ensayo de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) usando un anticuerpo específico para Snail1. PTEN se utilizó como control 
positivo. Los datos representan la media y la desviación estándar de tres experimentos. C) Análisis por WB de la 
reversión de la expresión de los factores de transcripción indicados mediante el silenciamiento de Snail1. Se utilizó 
lámina B como control de carga. 
   
La unión de Snail1 a estos promotores se confirmó por inmunoprecipitación de 
cromatina (ChIP) con un anticuerpo anti-Snail1 y un anticuerpo irrelevante como control. En la 
amplificación por qPCR se utilizó la secuencia de PTEN como control positivo de la 
inmunoprecipitación (118) (Figura 50B). Snail1 se unió a todos los promotores que contenían 
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dominios E-box, mostrando un incremento en la unión a los promotores de Trip4, Nr2f6, OsmR 
y Prrx1 superior o igual a la del control positivo PTEN. Los mayores valores se obtuvieron para 
Prrx1, mientras que Cbx6 apenas presenta unión específica de Snail1.  
Finalmente, para verificar la capacidad de Snail1 de unirse al promotor y controlar la 
expresión de estas proteínas, se realizó un silenciamiento transitorio de Snail1 en las células 
3T3-L1 y mMSC transfectadas con Snail1. Aunque el silenciamiento de Snail1 no fue total, se 
apreció un claro aumento de Nr2f6, Trip4 y, sobretodo, Prrx1 en ambos tipos celulares (Figura 
50C). 
En conjunto, estos resultados demuestran un efecto directo de Snail1 sobre la 
regulación de los promotores de Nr2f6, Trip4 y Prrx1.  
 
24.6. La represión de Nr2f6 controla la diferenciación adipogénica 
 
Para evaluar el impacto y papel Prrx1, Nr2f6, Trip4 y Cbx6 en la diferenciación 
adipocítica, realizamos ensayos de silenciamiento de en células 3T3-L1 mediante siRNAs 
específicos, antes y durante su diferenciación. Los cambios en el contenido lipídico después de 
cultivar las 3T3-L1 con el cóctel de diferenciación, se monitorizaron por tinción con Oil Red O, 
tras la rotura de las células con isopropanol (Figura 51).  Se observó una completa inhibición de 
la diferenciación cuando se reduce la expresión de Nr2f6. También se observó una ligera 
represión de la adipogénesis tras el silenciamiento de Trip4, aunque a un nivel menor que para 
Nr2f6. Como control se comprobó el silenciamiento de Nr2f6 mediante WB (Figura 52A) y PCR 
cuantitativa (Figura 52B) a las 48 h post-transfección.  
 
 
Figura 51. El silenciamiento de Nr2f6 inhibe la diferenciación adipocítica de las células 3T3-L1. A) Las células 
preadipocíticas 3T3-L1, se transfectaron con siRNAs para Trip4, Nr2f6, Prrx1, Cbx6 y control. A los diez días de 
tratamiento con el cóctel adipogénico, las células se tiñeron con Oil Red O. Las fotografías se tomaron con un 
microscopio Olympus CK40 equipado con una cámara Olympus DP12 a un aumento de 40x. B) Las células teñidas 
con Oil Red se trataron con isopropanol y la tinción se cuantificó por absorbancia a 500nm. Los datos representan la 
media y la desviación estándar de tres experimentos llevados a cabo por duplicado. *: p < 0.01; **: p < 0.005; ***: p < 
0.001. 
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Tras confirmar que el silenciamiento de Nr2f6 provocaba inhibición de la adipogénesis, 
evaluamos su expresión durante el proceso de adipogénesis, desde que las células se 
encuentran indiferenciadas (cuando alcanzan la confluencia) hasta que se produce una 
diferenciación final del 70-80% de adipocitos presentes en la placa, 15 días después de inducir 
la diferenciación. Cuando se analizaron los niveles de Nr2f6 mediante WB (Figura 52C), se 
observó que la expresión de Nr2f6 aumentaba a medida que se produce la diferenciación en 
células 3T3-L1 control. En cambio, en las células que expresan Snail1 se mantiene reprimida 
su expresión al igual que la diferenciación. 
 
Figura 52. Expresión de Nr2f6 y otros mediadores durante la adipogénesis. A) Células 3T3-L1 se 
transfectaron con siRNA y la expresión de Nr2f6 se valoró por WB, y B) qPCR. C) Expresión de Nr2f6 y Snail1 a 
distintos tiempos de la diferenciación. Los niveles de RhoGDi se utilizaron como control de carga. D) El RNA 
extraído de las células Snail1 y control al inicio y al final de la diferenciación se utilizó para sintetizar cDNA y 
comparar los niveles de Snail1, Nr2f6, PPARγ, c/EBPα y c/EBPβ mediante qPCR. El RNA 18S ribosomal murino se 
utilizó como control de carga. 
  
Por otra parte, mediante qPCR determinamos los niveles de los reguladores de la 
adipogénesis (Figura 52D), se observó que los mediadores adipogénicos PPARγ y C/EBPα al 
igual que Nr2f6 se encuentran reprimidos por la expresión de Snail1 respecto de las células 
3T3-L1 control, excepto el marcador c/EBPβ que no se reprime por Snail1. Por lo que 
concluimos que el control de Snail1 sobre c/EBPβ es completamente independiente de Nr2f6, 
reforzando la hipótesis de su importancia para el mantenimiento de una constante expansión 
mitótica clonal, responsable del aumento en la proliferación y su posible implicación en la 
formación de sarcomas.  
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24.7. La sobreexpresión de Nr2f6 promueve la adipogénesis 
 
A continuación, evaluamos el efecto de la sobreexpresión de Nr2f6 en 3T3-L1 Snail1 y 
control. Para ello, subclonamos Nr2f6 en el vector pcDNA3.1, la cantidad de vector utilizado en 
este ensayo fue inferior a la habitual debido al aumento de muerte celular que produjo la 
expresión de Nr2f6. Se ajustaron las condiciones de transfección a 1 µg de DNA por cada 
5x106 células. La sobreexpresión de Nr2f6 se verificó por WB (Figura 53A) y qPCR (Figura 
53B). 
 
Figura 53. La sobreexpresión de Nr2f6 revierte los efectos de Snail1 en la diferenciación. A) Las células 3T3-
L1 control y Snail1 se transfectaron con pcDNA3.1-Nr2f6 o el vector vacío y se analizaron por WB para verificar los 
niveles de Snail1 y Nr2f6. B) Se extrajo el RNA y se sintetizó el cDNA de las células transfectadas para su uso en 
qPCR para el análisis de los factores de transcripción Snail1, Nr2f6, PPARγ, c/EBPα y c/EBPβ. Usamos el RNA 18S 
ribosomal murino como control de carga. 
 
Como vemos en ambas aproximaciones, los niveles de Snail1 no se alteraron por la 
expresión de Nr2f6. Sin embargo, vemos un importante incremento de c/EBPα y c/EBPβ en las 
células 3T3-L1 control transfectadas con Nr2f6. La expresión de Snail1 inhibió casi totalmente 
el aumento de c/EBPα producido por Nr2f6. La represión de PPARγ en todos los casos sugiere 
que es necesaria la participación de factores adicionales a Nr2f6 en la diferenciación celular.  
Para observar el aumento del número de células diferenciadas por la acción de Nr2f6 se 
tomaron imágenes del cultivo a distintos tiempos (Figura 54A). Durante la diferenciación 
adipocítica de las 3T3-L1 que sobreexpresaban Nr2f6 se observó un aumento de gotas 
lipídicas en el interior de estas células, así como un incremento del número de células 
diferenciadas en comparación con las células no transfectadas.  
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Figura 54. La expresión de Nr2f6 induce un aumento en la diferenciación de las células 3T3-L1. A) Células 
transfectadas con el vector de sobreexpresión de Nr2f6 a distintos tiempos. Imágenes tomadas con un microscopio 
Olympus CK40 equipado con una cámara Olympus DP12 a un aumento de 40x. B) Las células transfectadas se 
tiñeron tras 7 días de diferenciación. Los datos representan la media y la desviación estándar de tres experimentos 
llevados a cabo por duplicado. *: p < 0.01; **: p < 0.005; ***: p < 0.001. C) Ensayos de MTT para evaluar cambios en 
la proliferación debidos a la sobreexpresión de Nr2f6 (***: p < 0.001 comparado con las células 3T3-L1 control.) 
 
Para la visualización y cuantificación de la diferenciación, se realizó la tinción con Oil 
Red O (Figura 54B). Los resultados de la colorimetría confirmaron la existencia de un 
incremento significativo en la adipogénesis de las células que expresaban Nr2f6.  Otro efecto 
que observamos tras la transfección de Nr2f6 fue una disminución significativa de la capacidad 
de proliferación tanto en las células 3T3-L1 Snail1 como control (Figura 54C). Esta bajada 
contrasta con el aumento de la proliferación que se observa por la expresión de Snail1. Podría 
pueda estar relacionada con el incremento en muerte celular causada por la expresión de 
Nr2f6. Conviene destacar que la transfección de las células 3T3-L1 Snail1 con Nr2f6 produjo un 
gran incremento de muerte celular que imposibilitó llevar a cabo experimentos de 
diferenciación. 
Resultados 
 
147 
 
 
24.8. Snail1 regula los niveles de IL-17 a través del control directo de Nrf26 
 
Se ha descrito la capacidad de Nr2f6 de actuar como represor de la expresión de IL-17 
en células Th17 (228, 229). Estos datos coinciden con los niveles observados para Nr2f6 en la 
adipogénesis de las 3T3-L1 Snail1. Para determinar si el efecto observado de Nr2f6 en la 
adipogénesis estaba mediado por IL-17 u otras citoquinas, se usó un microarray de citoquinas 
para analizar los medios condicionados de las células 3T3-L1 y mMSC transfectadas con 
Snail1 y control (Figura 55A). Tras realizar el análisis de imagen, se determinaron los niveles de 
62 citoquinas cuyos anticuerpos estaban impresos en el array. Se encontraron alteraciones en 
38 citoquinas en el mismo sentido para ambos tipos celulares (Tabla suplementaria 5), por lo 
que podrían tener un papel en los procesos de diferenciación mediados por Snail1 (Figura 
55B). Entre otras, se encontraron diferencias significativas en la expresión de IL-17 y TNFα en 
ambos tipos celulares. Los perfiles de citoquinas de ambas líneas celulares son muy similares, 
solo difieren en la presencia de la expresión de MIP-3β en 3T3-L1 y CXCL16 en mMSC. El 
resto de citoquinas presentan niveles muy similares. La sobreexpresión de Snail1 produce un 
aumento en los niveles de prácticamente todas las citoquinas en mMSC, por el contrario en las 
células 3T3-L1 también se producen represiones en un 10% de las citoquinas analizadas. En 
general, las alteraciones producidas en los niveles de las citoquinas por la expresión de Snail1 
son moderados. Para confirmar estos datos, se cuantificó IL-17 en el  medio condicionado de 
por ELISA (Figura 56A) y se obtuvo un resultado similar a la cuantificación obtenida en el array.  
 
A continuación, evaluamos los niveles de IL-17 ocasionados por la alteración de la 
expresión de Nr2f6 (Figura 56B). Se observó que el silenciamiento de Nr2f6 en las 3T3-L1 
Snail1, aumentó ligeramente la expresión de IL-17. El efecto más claro se produjo tras la 
sobreexpresión de Nr2f6, que reprimió los niveles de IL-17. De esta manera, confirmamos que 
en las 3T3-L1 se produce un control por Nr2f6 de los niveles de IL-17, al igual que ocurre en las 
células Th17 (228). 
 
Finalmente determinamos el efecto de IL-17 sobre la adipogénesis en 3T3-L1. Para ello, 
realizamos un bloqueo con un anticuerpo de IL-17 de las células 3T3-L1 en cultivo que 
expresan Snail1 y son incapaces de diferenciarse (Figura 56C). Tras el tratamiento con el 
anticuerpo se recuperó un 40%  de su capacidad adipogénica. 
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Figura 55.  Expresión de los niveles de IL-17 en las células 3T3-L1 y mMSC Snail1 y control. La expresión se 
evaluó mediante un microarray de citoquinas. A) Imagen de los arrays tras su incubación con el medio 
condicionado de las células. En el gráfico de barras se representa la expresión de IL-17 y TNFα en unidades 
arbitrarias. Se observó un aumento significativo en los medios de las células que expresan Snail. B) Datos para de 
las citoquinas con cambios más interesantes, obtenidos mediante el software Ludesi en 3T3-L1 y mMSC.  
  
Como presentamos en el trabajo publicado en MCP (230), estos resultados demuestran 
la capacidad de las células mesenquimales para secretar IL-17 a través de la expresión de 
Snail1. La sobreexpresión de Snail1 reprime la expresión de Nr2f6, lo que conlleva un 
incremento de la expresión de IL-17. IL-17 aumenta los niveles de C/EBPβ y reprime los niveles 
de PPARγ y C/EBPα. Además, Snail1 reprime Trip4, otro candidato a mediar en la 
diferenciación adipocítica, que también interactúa con PPARγ. Hemos identificado, por tanto, 
nuevos y relevantes mediadores en la acción de Snail1 y el mantenimiento del estado 
indiferenciado en células madre mesenquimales.  
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Figura 56  La expresión de IL17 se controla por la inhibición de Nr2f6 por Snail1. A) Cuantificación de los 
niveles de IL-17 en el medio condicionado de las células 3T3-L1 y mMSC control y Snail1 para evaluar cambios en 
los niveles de IL-17. B) Cuantificación  por ELISA de los niveles de IL-17 en medio condicionado de las células tras 
el silenciamiento y la sobreexpresión de Nr2f6. C) Ensayos de diferenciación adipocítica en presencia del 
anticuerpo anti-IL17A (500 ng/ml). Las células diferenciadas a 15 días se tiñeron con Oil Red y se cuantificaron 
mediante DO a 500nm. Los datos representan la media y la desviación estándar de tres experimentos llevados a 
cabo por duplicado. *: p < 0.01; **: p < 0.005; ***: p < 0.001. El anticuerpo anti-IL17A revertió en un 40% los efectos 
de la sobreexpresión de Snail1 en la diferenciación adipocítica.  
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Se han desarrollado dos apartados claramente diferenciados, aunque relacionados 
entre sí por el estudio del cáncer y la transición epitelio-mesénquima. En esta Tesis Doctoral se 
han estudiado nuevas vías de señalización que participan en el desarrollo tumoral del CCR 
desde distintas aproximaciones experimentales. En la primera parte, hemos estudiado el papel 
de los AATs identificados por nuestro grupo en la progresión del CCR. En la segunda parte, 
hemos utilizado técnicas de proteómica cuantitativa para el estudio de las alteraciones 
producidas por la sobreexpresión de Snail1 en fibroblastos y su impacto sobre la diferenciación 
y la adipogénesis.  
 
La caracterización de nuevos biomarcadores que permitan detectar la enfermedad en 
estadios tempranos mediante cribados poblacionales, así como el desarrollo de nuevas dianas 
terapéuticas para una quimioterapia más efectiva, constituyen pasos esenciales para el control 
de esta enfermedad en los últimos años. Nuestro laboratorio ha estudiado la respuesta humoral 
en CCR (72, 73). La firma de autoanticuerpos identificada para el diagnóstico del CCR, puede 
ser trasladada a la clínica y permitir el desarrollo de un método no invasivo de diagnóstico 
precoz. La respuesta humoral identificada permitió la diagnosis temprana de la enfermedad 
mediante la detección de estos autoanticuerpos presentes en el suero (231, 232). En nuestro 
laboratorio usando un modelo murino de CCR hemos observado que es capaz de mimetizar la 
respuesta humoral producida en los pacientes de CCR (233). Este modelo, que desarrolla la 
patología en el colon distal tras tratamiento con azoximetano y sulfato sódico de dextrano 
(AOM/DSS), nos permitió demostrar que la inducción de los autoanticuerpos se produce en 
estadios previos a la aparición de las lesiones cancerosas. En humanos se ha publicado la 
detección de anticuerpos frente a p53, c-Myc y MUC1 en mujeres sometidas a cribado de 
cáncer de mama 27 meses antes del diagnóstico (234), o la presencia de anticuerpos contra 
Ciclina B1 en pacientes con lesiones premalignas de cáncer de pulmón (66). 
 
25. Caracterización de autoantígenos en cáncer colorrectal 
 
Los mecanismos moleculares que provocan esta respuesta humoral autoinmune en 
cáncer se encuentran todavía sin esclarecer. La teoría más extendida es que las proteínas 
asociadas a tumor pueden sufrir mutaciones puntuales, deleciones en su secuencia, 
encontrarse sobreexpresadas o degradarse de manera aberrante durante la progresión tumoral 
(235-240). La producción de autoanticuerpos puede requerir la presencia de alteraciones en las 
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proteínas que den lugar a neo-antígenos, para que se produzca la activación de los linfocitos B 
(241, 242).  
 
Los niveles de expresión de los AATs se han descrito en estudios previos como el 
principal inductor de la respuesta inmune. En cáncer de tiroides se detectó una mayor 
frecuencia de anticuerpos contra NY-ESO-1 en pacientes que sobreexpresan la proteína (243). 
Datos similares se encontraron en cáncer de mama, donde el 82% de los pacientes con una 
expresión alta de HER2/neu tenían autoanticuerpos frente a este antígeno (244). En el modelo 
murino de AOM/DSS se describió la presencia de autoanticuerpos frente a p53, MAPKAPK3 o 
EDIL3 y su correlación con su sobreexpresión (233). Aunque la sobreexpresión es un factor 
importante para la aparición de la respuesta inmune,  las alteraciones genéticas también 
pueden jugar un papel determinante. En este sentido, se ha descrito la presencia de 
anticuerpos frente a p53 asociados a la sobreexpresión de la proteína pero también a las 
mutaciones que inducen su acumulación en la célula (245). En el trabajo de Engelhorn et al. 
(246), indujeron autoinmunidad en ratones mediante su inmunización con librerías de DNA que 
presentaban mutaciones al azar en 2 fosfatasas, concluyendo que la presencia de mutaciones 
es suficiente para que se produzcan neo-antígenos que producen una respuesta inmune contra 
epítopos normales silenciosos. En cáncer, existen varios estudios donde describen respuestas 
inmunes contra neo-antígenos expresados por diferentes tipos de células tumorales (247, 248). 
La mayoría de los AATs identificados son quinasas que son moléculas particularmente 
relevantes en terapia anti-tumoral. Además, en algunos de los AATs como ACVR2B (249) o 
SRC (250) descritos por nuestro grupo presentan una alta cantidad de mutaciones en diversos 
tipos tumorales. Así, por ejemplo, para SRC se ha descrito en un 1% de pacientes con CCR la 
mutación en el amino ácido 531 que produce un truncamiento de la proteína. Esta mutación es 
determinante en la progresión tumoral (251, 252). La bibliografía existente en el momento que 
se inició esta Tesis Doctoral sobre los niveles de expresión o las alteraciones genéticas de 
FGFR4 y PIM1 en CCR era muy escasa. Tampoco se conocía el papel que podrían jugar estas 
dos proteínas en el desarrollo del proceso tumoral. Por ello, nos hemos centrado en el estudio 
de estos 2 AATs, con el fin de identificar sus posibles alteraciones a nivel genético y proteico, 
que puedan ser responsables de la inducción de la respuesta humoral y estudiar su papel en el 
desarrollo tumoral.  
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En este trabajo se ha observado una sobreexpresión de FGFR4 en CCR, lo que 
confirma una correlación entre su nivel de expresión y la presencia de autoanticuerpos. A nivel 
genético se han descrito un buen número de mutaciones somáticas oncogénicas para FGFR2 y 
FGFR3 (253). En FGFR4 solo se ha descrito el polimorfismo Gly388Arg, que se asocia a peor 
pronóstico y mayor agresividad en diversos tipos de cáncer (209, 254, 255). Nuestro análisis 
genético de FGFR4 demostró la presencia del polimorfismo Gly388Arg en células KM12 y 
SW48, y en un 60% de los pacientes de CCR. Además, se encontraron dos SNP en líneas 
tumorales y pacientes de CCR, pero ninguno de ellos con capacidad para alterar la actividad 
del receptor FGFR4. Estos datos sugieren la sobreexpresión de FGFR4 como relevante para la 
progresión del cáncer colorrectal. Heinzle et al. (256) describieron que la sobreexpresión de 
FGFR4 era necesaria la para que el polimorfismo Gly388Arg tenga relevancia en el desarrollo 
tumoral. Por esta razón, hemos caracterizado el papel de la sobreexpresión de FGFR4 en la 
progresión del cáncer colorrectal. El silenciamiento de FGFR4 produjo una disminución 
significativa en proliferación, adhesión, migración e invasión en células tumorales. Por primera 
vez se describe los efectos pro-metastásicos de las células con expresión de FGFR4 y su 
asociación con los niveles de mediadores de EMT como Snail1 o TWIST. El silenciamiento de 
FGFR4 produjo la disminución de los niveles de TWIST y el aumento de E-cadherina. Estudios 
previos describen la expresión de FGFR1 y 2 asociado a la metástasis en cáncer de próstata y 
su posible relación con procesos de transición epitelio-mesénquima (129, 257). Sin embargo, la 
relación de FGFR4 con la EMT en cáncer no se había descrito hasta el presente trabajo, siendo 
un proceso fundamental para el control de la invasión tumoral en CCR. Esta relación con 
mediadores de la EMT como Snail1 o Twist también puede aportar datos sobre la participación 
de FGFR4 en los procesos donde participa en morfogénesis en el desarrollo embrionario. En 
conjunto, nuestros resultados nos indican que el silenciamiento de FGFR4 provoca una 
reversión del fenotipo mesenquimal hacia uno más epitelial, con una disminución significativa 
de las propiedades tumorigénicas de las células de CCR. Hemos caracterizado la señalización 
llevada a cabo por FGFR4 en CCR para controlar las distintas propiedades tumorigénicas  a 
través de la vías activadas por SRC y ERK1/2 (implicadas principalmente en la proliferación 
celular e invasión) y AKT (en la supervivencia) (126), aspectos fundamentales en metástasis. 
 
La utilización de miembros de la familia FGFR como dianas terapéuticas en cáncer 
colorrectal se ha estudiado previamente en algunos tipos tumorales (181, 258, 259). En 
receptores FGFR3 se han realizado algunos estudios capaces inhibir la proliferación celular en 
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líneas celulares de cáncer de próstata mediante el uso de librerías de scFvs o inhibidores 
químicos frente a este receptor. Pero en el caso de FGFR3 lo que presentan los pacientes son 
mutaciones activadores que llevan a una dimerización del receptor y su sobreactivación siendo 
su abordaje terapéutico diferente al que hemos realizado nosotros. A pesar de la existencia de 
estos estudios previos, nunca se había valorado la capacidad de FGFR4 como diana 
terapéutica en CCR. Para ello, evaluamos dos  inhibidores multiquinasa y anticuerpos 
específicos en distintas líneas de CCR. El inhibidor Dovitinib fue el más eficaz para inhibir la 
proliferación tumoral, probablemente debido a su mayor espectro de acción en la inhibición de 
varias familias de quinasas. Se observó que las células KM12 con el polimorfismo Gly388Arg 
eran más sensibles a Dovitinib, presentando una gran oportunidad para el desarrollo de una 
terapia personalizada en aquellos pacientes de CCR con este polimorfismo. El uso de 
anticuerpos específicos para FGFR4 produjo una disminución en la proliferación celular, 
confirmando el valor de FGFR4 como diana terapéutica. En este mismo sentido, recientemente 
se ha descrito que el bloqueo de FGFR4 con un anticuerpo monoclonal especifico era capaz de 
impide el crecimiento de hepatocarcinomas en un modelo murino (260). El valor de FGFR4 
como diana se confirmó porque los tumores generados por las células silenciadas in vivo eran 
más pequeños y presentaban una supresión de la vascularización en el tumor. Sugiriendo la 
participación de FGFR4 en procesos de angiogénesis. En el futuro, la utilización de anticuerpos 
más eficaces para el bloqueo de FGFR4 pueden permitir tratamientos en modelos in vivo de 
manera que podamos reducir el tamaño y la vascularización de tumores con altos niveles de 
expresión de FGFR4. 
 
Hemos identificado nuevos mediadores en la señalización por FGFR4 que nos 
permitieran explicar su implicación en angiogénesis y otros procesos como su papel en 
supervivencia. Entre las proteínas identificadas, una de las más interesantes fue MCTS1, que 
es un oncogén implicado en la regulación del ciclo celular, mecanismos de reparación del DNA 
y, especialmente, en la angiogénesis. La sobreexpresión de MCTS1 en cáncer de mama 
aumentó las capacidades tumorigénicas y la vasculatura en los tumores generados in vivo 
(261, 262). Por tanto, la interacción de MCTS1 con FGFR4 puede estar relacionada con la 
ausencia de vascularización observada en los ensayos in vivo. También se encontraron 
proteínas como RSU1 o RALA que participan directamente en la vía de señalización de RAS-
MAPK (263), cuya interacción con la familia FGFR no se había descrito previamente, y 
proteínas como BAP31 o S100A14, que participan en el control del ciclo celular y la apoptosis. 
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BAP31 es una proteína que se localiza en el retículo endoplásmico y en la membrana celular, y 
cuyo dominio citoplasmático presenta dos sitios de corte para caspasas. Cuando se produce el 
corte en esa región, se genera el fragmento p20 que permanece integrado en la membrana y 
produce estrés del retículo endoplásmico, siendo un potente inductor de la muerte celular (264-
266). FGFR4 podría participar en la estabilización de BAP31 evitando el corte por caspasas y 
dotando de resistencia a las células tumorales frente a este mecanismo de apoptosis. S100A14 
interacciona con p53 y produce la activación de la metaloproteinasa MMP-2, participando en el 
control de la apoptosis, el incremento de la invasividad y la motilidad celular en las células que 
sobreexpresan S100A14 (267). Además, hemos identificado otras proteínas interesantes como 
componentes de la activación del complejo RISC, reguladores de la fosfatasa PP2A o proteínas 
que participan en vías de señalización de citoquinas. 
 
En resumen, hemos demostrado el potencial oncogénico de FGFR4 en cáncer 
colorrectal, vinculando los efectos producidos en la invasión y la migración con la regulación de 
los mediadores de EMT, principalmente TWIST. También, hemos demostrado las posibilidades 
de FGFR4 como diana terapéutica en CCR y su papel clave en los procesos de vascularización 
tumoral in vivo. Por último, hemos descrito posibles mediadores de FGFR4 en nuevos procesos 
celulares, como la regulación del ciclo celular, la apoptosis o la angiogénesis. Estas 
interacciones deberán ser confirmadas en futuros experimentos. 
 
Los meta-análisis realizados mostraron un aumento moderado de la expresión de 
PIM1en carcinoma colorrectal. En estudios previos se ha descrito la sobreexpresión de PIM1 
en CCR en torno al 12%,  pero sin indicar el estadio de los pacientes utilizados en las 
inmunohistoquimicas (268, 269). Nuestro análisis demostró una baja expresión de PIM1 en 
estadios tempranos de CCR, que aumentaba en pacientes con estadios más avanzados. Por 
tanto, la presencia de autoanticuerpos para PIM1 en estadios tempranos no se podría atribuirse 
a los niveles de expresión de la proteína sino mas bien a otras alteraciones. Se han descrito 
procesos de hipermutación somática en linfoma difuso de células B grandes para PIM1, donde 
el análisis de 111 casos de linfoma permitió identificar más de 60 alteraciones genéticas en la 
región 5’ UTR de PIM1 y en su secuencia codificante (270). En CCR, los estudios de 
secuenciación masiva realizados por el consorcio TGCA solo encontraron 3 mutaciones 
somáticas para PIM1 tras el análisis de 224 muestras (271). En contraste, nuestro análisis 
genético por secuenciación directa de los productos de PCR, nos ha permitido identificar 7 
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mutaciones somáticas en 40 pacientes de CCR. Esta discrepancia se puede deber a que los 
algoritmos informáticos diseñados para la identificación de mutaciones en la secuenciación 
masiva, consideren como falsos positivos las mutaciones con un bajo número de lecturas 
descartándolas. En nuestro caso, el uso de polimerasas proof-reading de alta calidad, la 
comparación con el tejido normal adyacente y el uso de pacientes que muestran una repuesta 
inmune frente a PIM1, confiere seguridad al análisis realizado. La gran cantidad de alteraciones 
somáticas encontradas para PIM1, podrían ser causadas por alteraciones en los genes de 
reparación de DNA (MMR), producidas por la inestabilidad de microsatélites o por el fenotipo 
metilador en CCR. Las alteraciones en el sistema MMR son  la principal causa para que se 
produzcan hipermutaciones en linfomas difusos, como ya se ha mencionado (270) . El alto 
número de mutaciones en PIM1 observadas en CCR podrían producir cambios estructurales o 
de localización subcelular en las proteínas mutantes, y ser responsables de producir la 
respuesta humoral que presentan los pacientes con CCR. 
 
Previamente se ha descrito que la supresión de la expresión de PIM1 produce una 
pérdida de la capacidad tumorigénica en líneas tumorales de CCR (272). Nosotros hemos 
observado que la sobreexpresión de PIM1 no produjo cambios significativos en la proliferación 
celular, aunque aumentó la adhesión e invasión de células KM12L4 metastásica, hacia hígado 
y pulmón. Por otro lado, que PIM1 es capaz de aumentar la resistencia a apoptosis mediante 
un aumento en los niveles de Bcl-XL y la disminución de caspasa 3. El aumento de la 
proliferación producido por PIM1 se podría deber a la activación de las vías de señalización 
controladas por c-Myc, mTOR y p27, como se ha descrito previamente en cáncer de próstata 
(58, 273). Por análisis genético de 40 pacientes de CCR identificamos 7 mutaciones somáticas 
y la presencia del polimorfismo His48Asp en un 20%. La mutación Ala315Thr y el polimorfismo 
His48Asp produjeron un aumento significativo en los niveles de proliferación, invasividad y 
supervivencia de las células que expresan estas variantes de PIM1. Los resultados in vivo 
confirmaron estos datos. De hecho, en ratones atímicos, los tumores generados a partir de 
células transfectadas con las variantes mostraron mayor tamaño que los tumores generados 
con la proteína wild type. Observamos que la activación de BCLs, c-Myc y mTOR fue mayor  
por las variantes de PIM1, lo que puede ser debido a una mayor actividad quinasa, una mayor 
estabilidad de los mutantes o una mayor resistencia a la degradación por el proteasoma.  
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Para intentar explicar el aumento de la actividad de PIM1 por la mutación Ala315Thr 
hemos estudiado in silico la posible alteración en su estructura. Esta alteración produce un 
potencial aumento de la flexibilidad de la proteína dentro de los límites de estabilidad. El 
aumento de la flexibilidad está relacionado con una mayor actividad catalítica, y podría explicar 
la mayor actividad de esta variante en nuestros ensayos.  Dado que la mutación His48Asp no 
se encuentra en la región cristalizada no hemos podido evaluar su impacto en la estructura. El 
análisis de supervivencia a diez años no mostró datos significativos asociados a la presencia 
de este polimorfismo, por lo que no es útil como marcador pronóstico en pacientes de CCR. 
Seria interesante el análisis como marcador de pronostico en CCR  de la mutación Ala315Thr, 
ya que presenta una alta frecuencia (10%) en los pacientes. 
 
Respecto al resto de alteraciones descritas, el mutante de deleción Δ303 provocó una 
reducción no significativa en los niveles de proliferación in vitro de las células KM12. 
Convendria extenderse a otras líneas celulares, ya que estudios previos demostraron que la 
región C-terminal es responsable de su translocación al núcleo, aumentando los niveles de 
PIM1 en el núcleo de células endoteliales de ratón y la proliferación celular (274). En futuros 
trabajos se podrán evaluar el resto de las alteraciones y determinar su papel en el desarrollo 
tumoral. Además, podríamos cuantificar la actividad de las proteínas mutantes mediante 
inmunoensayos  capaces de detectar las isoformas fosforiladas de proteínas reguladas por 
PIM1 como Bad o p21WAF1.  
 
Como conclusión de este bloque de la Tesis Doctoral hemos demostrado que la 
identificación de AATs (275) nos ha permitido demostrar el impacto de los AATs en el 
desarrollo tumoral de CCR, la presencia de diferentes mecanismos de inducción de anticuerpos 
y el valor de FGFR4 como nueva diana terapéutica en cáncer de colon (214).  
 
26. Papel de Snail1 en la diferenciación de fibroblastos y adipogénesis 
 
En los últimos años el estudio del microambiente tumoral ha posibilitado una mejor 
comprensión del desarrollo tumoral, permitiendo la identificación de nuevos biomarcadores y 
desarrollo de nuevas dianas terapéuticas (276). El principal componente del estroma tumoral 
son los fibroblastos asociados a cáncer, células clave en la regulación de procesos como el 
crecimiento del tumor primario o la capacidad metastásica del mismo (277, 278). La activación 
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de los fibroblastos en el estroma tumoral se produce principalmente por TGFβ (279). TGFβ es 
una molécula clave en la iniciación de la EMT en diversos tipos tumorales (280). En fibroblastos 
promueve la expresión de Snail1, produciendo un loop de auto-activación debido a la inducción 
de la transcripción de TGFβ por Snail1. Por otro lado, Snail1 aumenta la expresión de distintos 
marcadores de fibroblastos activos como S100A4 o αSMA (281, 282). El análisis de la 
expresión de Snail1 en distintos tumores sólidos muestra su localización, principalmente, en los 
fibroblastos situados en el frente de avance del tumor (130). Además, Snail1 regula funciones 
clave para la homeostasis de las células mesenquimales, como los procesos de diferenciación 
y proliferación de una forma aun no clarificada (283, 284). 
 
En la segunda parte de esta Tesis Doctoral hemos estudiado los mecanismos 
moleculares relacionados con la inhibición por Snail1 de la adipogénesis en células 
mesenquimales. Al empezar este trabajo existía cierta controversia sobre los mecanismos de 
control de Snail1 sobre la diferenciación (136, 138). Batlle et al. describieron cómo el 
tratamiento con TGFβ indujo la expresión de Snail1 en las células 3T3-L1 y mMSC, 
produciendo la represión de PTEN por unión directa a su promotor lo que da lugar a una 
activación de AKT. Esta activación producía la expresión de marcadores de fibroblastos activos 
como S100A4 o CD44, que junto a la activación de la transcripción de TGFβ mantiene a los 
fibroblastos en un estado indiferenciado. Por otro lado Lee et al. describieron el control de 
Snail1 sobre la diferenciación adipocítica a través de la represión de PPARγ por su unión a las 
cajas E de su promotor, además Snail1 producía la activación de la vía de señalización Wnt-
GSK3β en las células 3T3-L1 inhibiendo su diferenciación. Para intentar clarificar este proceso, 
decidimos aplicar la proteómica al estudio de las alteraciones inducidas por Snail1 durante el 
proceso de diferenciación adipocítica.  
 
Mediante el análisis proteómico cuantitativo de las líneas 3T3-L1 y mMSC con y sin 
sobreexpresión de Snail1, identificamos un gran número de factores de transcripción, 
citoquinas y factores de crecimiento desregulados por Snail1, que nos permiten entender cómo 
estas células detienen su diferenciación hacia otros tipos celulares y aumentan sus niveles de 
proliferación. Hemos demostrado que Snail regula la diferenciación adipocítica a través de la 
inhibición de la expresión del receptor nuclear huérfano Nr2f6, el cual regula negativamente la 
expresión de la citoquina proinflamatoria IL-17 (229). Por tanto, la represión de Nr2f6 favorece 
la síntesis de IL-17 que sería el responsable de inhibir la adipogénesis.  
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Se observó un aumento en los niveles de C/EBPβ asociado a las fases tempranas de la 
adipogénesis (285, 286). Se sabe que IL-17 inhibe la diferenciación de 3T3-L1 a través del 
control de los niveles de expresión de C/EBPα, PPARγ y los “factores Kruppel” (287, 288). IL-
17 inhibe la adipogénesis sin afectar la expresión de c/EBPβ y c/EBPδ, y antes de que se 
produzca la expresión de c/EBPα y PPARγ (288). Sin embargo, estos estudios previos no 
indicaban cómo una citoquina característica de linfocitos Th17 estaba presente en células 
mesenquimales.  
 
IL-17 es una citoquina proinflamatoria, capaz de controlar la masa ósea (137), inhibir la 
formación de osteoclastos (289) y/o la diferenciación a condrocitos (290). A la vista de los 
resultados obtenidos, sugieren que la inhibición de la diferenciación a osteoblastos asociados 
con la expresión de Snail (136) estarían también causados por IL-17. La capacidad de los 
fibroblastos activos para producir IL-17 abre nuevas posibilidades de acción que va más allá de 
la expresión por los linfocitos Th17. Además, esta capacidad de Snail para regular la expresión 
de IL-17, sugiere un nuevo papel de esta molécula en distintas patologías como la obesidad, la 
artritis reumatoide o la osteoporosis. Dado que Snail1 y TGFβ forman un loop de auto-
estimulación, Snail o TGFβ podrían ser dianas interesantes en estas patologías. 
 
Nuestros resultados para Nr2f6 son similares a los descritos previamente para Nr2f2 
(también conocido como COUP-TFII) en adipogénesis (291). Estos datos podrían sugerir una 
interacción cooperativa entre ambos receptores nucleares huérfanos. Sin embargo, el papel de 
Nr2f2 en adipogénesis es contradictorio, ya que un artículo por Xu et al. (292) establece que 
Nr2f2 inhibe la diferenciación. Nuestros datos muestran una disminución no significativa de los 
niveles de Nr2f2 en 3T3-L1 (0.934). Según la base de datos Nrf2ome (293), Nr2f6 puede 
interaccionar y regular un gran número de receptores nucleares, entre ellos Nr2f2, Esr1 
(receptor de estrógeno) o Angptl1. Aunque Nr2f6 se encuentra menos caracterizado que Nr2f2, 
ambos receptores presentan funciones muy relacionadas. Sin embargo, mientras el ratón 
“Knock-out” (KO) de Nr2f2 es letal, el ratón KO para Nr2f6 es viable, aunque presenta 
desórdenes neurológicos (294). Nr2f2 puede suponer un nexo de unión entre Nr2f6, Trip4 y 
otros factores de transcripción (295, 296). Por otro lado, ESR1 interactúa con Nr2f6, C/EBPα, 
C/EBPβ, RARA, STAT3, STAT5, Trip4 o Sra1, entre muchos otros factores de transcripción 
(297), estas interacciones entre estos factores de transcripción pueden ser claves para 
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entender los efectos producidos por Snail1. De hecho, muchos de estos receptores nucleares 
participan en la expresión de IL-17, como VDR, RARA, ER o LXR (229). Por tanto, sería 
necesario clarificar la relación entre todos estos factores y receptores nucleares para dilucidar 
totalmente el papel de Snail. 
 
También se observó un incremento en diferentes proteinas del complejo NuRD en las 
células mesenquimales debido a la expresión de Snail. Este complejo funciona como un factor 
de transcripción y participa en procesos de remodelación de la cromatina, teniendo un papel 
clave en la transcripción, el ciclo celular o la estabilidad genómica (223). NuRD puede actuar 
como un activador o un represor transcripcional, según los diferentes componentes que formen 
el complejo y las modificaciones post-traduccionales que presenten. La actividad del complejo 
NuRD controla los niveles de acetilación de las histonas, lo que produce cambios en los niveles 
de apertura de la cromatina permitiendo o no la expresión génica. 
 
El complejo NuRD está formado por siete subunidades: histonas deacetilasas (HDAC1 y 
HDAC2) que forman el núcleo catalítico, proteínas de unión a histona (Rbbp4 y Rbbp7), 
proteínas asociadas a metástasis (MTA1, MTA2 o MTA3), proteínas de unión a dominios CpG 
metilados (MBD2 o MBD3) y proteínas de unión al cromodominio de la DNA helicasa (CHD3 o 
CHD4). En las células 3T3-L1/Snail1 observamos un aumento de prácticamente todos los 
componentes de NuRD. En MSCs observamos que este aumento se restringió a MTA1, CHD4 
y Rbbp7. Por lo tanto, MTA1 y CHD4 junto a la sobreexpresión de MBD2 identificada en 
proteómica indican que Snail1 participa en el aumento del subcomplejo  NuRD conocido como 
MeCP1. El conocimiento de las interacciones entre Snail y el complejo MeCP1 no solo en 
fibroblastos sino en otros tipos celulares. De esta manera se podría establecer un nuevo papel 
de control a nivel epigenético de remodelación de la cromatina de Snail1, pudiendo ser clave 
para la expresión o represión de múltiples factores de transcripción que participen en procesos 
de diferenciación, proliferación celular o EMT.  
 
Otro factor de transcripción regulado por Snail1 que demostró un pequeño efecto sobre 
la adipogénesis, fue Trip4. Trip4, también conocido como Asc1 (cointegrador de señales 
activadoras 1), es un coactivador transcripcional de receptores nucleares que juega un papel 
central en la transactivación de NFκB y AP1 (298). Trip4 también regula la activación del 
receptor de andrógenos y la función testicular (299, 300), y se ha descrito su interacción con 
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PPARγ (301). Adicionalmente, identificamos Prrx1 como diana de Snail1. Prrx1 es otro inductor 
de la transición epitelio-mesénquima y produce una reversión de la EMT en células tumorales 
epiteliales, aparentemente sin participación de Snail1 (302). Nosotros hemos observado una 
represión directa de Prrx1 por Snail en preadipocitos 3T3-L1 y mMSC, confirmada mediante 
ensayos de luciferasa y ChIP. Sin embargo, el silenciamiento de Prrx1 no afectó a la 
diferenciación adipogénica. Otra proteína reprimida fue Sra1 (activador RNA del receptor 
esteroide), que promueve la diferenciación adipocítica mediante la expresión de PPARγ y 
C/EBPα, incrementando los niveles de glucosa en la célula y la fosforilación de proteínas como 
Akt o Foxo1 en respuesta a insulina (303). La represión de Sra1 puede contribuir a la supresión 
de PPARγ y la inhibición de la adipogénesis. 
 
 
Figura 57. Modelo de la acción de Snail1 en la diferenciación adipocítica. Las células mesenquimales son 
capaces de secretar IL-17 e inhibir la diferenciación adipocítica a través de la expresión de Snail1 y la represión que 
produce sobre la expresión del receptor nuclear Nr2f6. Además, se ha descrito la interacción de otros factores de 
transcripción como Trip4 y Nr2f2 que pueden interaccionar con los factores de transcripción que dirigen la 
diferenciación adipocítica. Nr2f2 representa un nodo central entre Nr2f6 y Trip4. Estas últimas interacciones 
requieren de una investigación más profunda.
 
A la luz de nuestros resultados y dada la capacidad demostrada por Snail1 para unirse a 
múltiples promotores, resulta improbable que la inhibición directa de Snail sobre PPARγ 
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descrita por Lee et al (138) sea funcionalmente relevante o más bien una represión 
inespecífica. Nuestros resultados demuestran que el efecto de Snail1 en la adipogénesis tiene 
lugar a través del control que ejerce sobre Nr2f6 e IL-17, y antes de que se produzca la 
expresión de C/EBPα y PPARγ (Figura 57). Muchos de los factores de transcripción regulados 
por Snail (Nr2f6, Trip4 o Sra1) son capaces de interactuar entre sí, y directa o indirectamente 
con PPARγ. Sin embargo, la represión de Nr2f6 fue la única que afectó a la diferenciación 
adipocítica a través de la señalización producida por IL-17. Por tanto, IL-17 es el mediador 
crítico inducido por Snail1 para inhibir la diferenciación. Los resultados demostraron un nexo 
entre la expresión de Snail1, inflamación y adipogénesis. Snail1 participa en el control de la 
expresión o represión de múltiples factores de transcripción que a su vez controlan la expresión 
de genes que participan en la diferenciación celular a diferentes niveles. Estos resultados 
demuestran un nuevo papel para Snail que va más allá de laplasticidad epitelial. 
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1. FGFR4 se sobreexpresa en tejido tumoral de CCR, pero no presenta mutaciones 
somáticas. Su sobreexpresión es responsable de la inducción de autoanticuerpos en 
pacientes de CCR.   
 
2. FGFR4 actúa como regulador de la invasión en cáncer colorrectal y participa en la 
transición epitelio mesénquima. El silenciamiento de FGFR4 produce una disminución de 
los marcadores mesenquimales (TWIST1 o SNAIL) y aumento en la expresión de 
marcadores epiteliales, principalmente E- cadherina.  
 
3. Se ha demostrado la capacidad de Dovitinib y anticuerpos específicos de FGFR4 para 
bloquear la proliferación del CCR, lo que sugiere un valor de FGFR4 como diana 
terapéutica.  
 
4. Se han observado un alto número de mutaciones en PIM1 que sugieren un efecto en la 
inducción de autoanticuerpos en pacientes de CCR.   
 
5. La mutación somática Ala315Thr en PIM1 presenta una alta frecuencia en pacientes de 
CCR (10%). Esta mutación produce un aumento de la proliferación y la invasión tumoral. El 
análisis in silico de la estructura 3D muestra que puede ser debido a la adquisición de una 
mayor flexibilidad del centro activo de la enzima que proporciona una mayor actividad 
quinasa de PIM1. 
 
6. En conclusión, la respuesta humoral que se produce en CCR y otros tumores nos aporta 
información sobre la presencia de alteraciones a nivel de expresión o genéticas de los 
AATs principalmente quinasas que pueden ser claves para el desarrollo tumoral de CCR. 
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7. Mediante proteómica cuantitativa, hemos descrito que Snail1 altera la expresión de  
múltiples proteínas. Snail reprimió la expresión de los factores de transcripción Prrx1, 
Trip4, OsmR, Nr2f6, y Cbx6, mediante la unión directa a sus promotores. En 
contraposición, provocó el aumento del complejo NuRD y otros factores que participan en 
la remodelación de la cromatina Hmga2 y Top2a. 
 
8. Snail1 detiene la adipogénesis en una fase de diferenciación intermedia. Posterior al 
aumento de C/EBPβ, relacionado con el aumento de la división celular, y anterior a la 
expresión de C/EBPα y PPARγ, responsables de la expresión de genes específicos de 
adipocitos.  
 
9. El receptor nuclear huerfano Nr2f6 es clave en el control de la adipogénesis. La represión 
de Nr2f6 por Snail produce un aumento en la expresión de IL-17. La sobreexpresión de 
Nr2f6 produce una aceleración de la diferenciación adipocítica por una activación de 
C/EBPβ  y C/EBPα, además su sobreexpresión produce una disminución en los niveles de 
proliferación celular.  
 
10. Snail1 promueve la expresión de IL-17  para reprimir la adipogénesis. El bloqueo de IL-17 
mediante un anticuerpo promueve la diferenciación adipocítica y  revierte los efectos de 
Snail. Por primera vez se ha descrito una conexión entre Snail e IL-17, citoquina clave en 
diferenciación celular, inflamación, autoinmunidad y resistencia a quimioterapia.  
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Identity 
Other names:  
CD334, JTK2, TKF 
HGNC (Hugo):  
FGFR4 
Location:  
5q35.2 
DNA/RNA 
Description 
The DNA was cloned in 1991 (Partanen et al., 
1991). 18.9 kb; 18 exons. 
Transcription 
3.1 kb mRNA; alternative splicing gives rise to 18 
transcripts with evidence of 11 transcripts at protein 
level. 
FGFR4 comprises an extracellular domain, a transmembrane domain, and an intracellular domain. FGFR4 alternative splicing has been 
described, with up to 18 different transcripts ranging from 552 to 3559 bp, (evidence of 11 transcripts at protein level ranging from 87 to 
1030 aminoacids). 
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Abstract
Fibroblast growth factor receptor 4 (FGFR4) is vital in early development and tissue repair. FGFR4 expression levels are very
restricted in adult tissues, except in several solid tumors including colorectal cancer, which showed overexpression of
FGFR4. Here, FGFR4 mutation analysis discarded the presence of activating mutations, other than Arg388, in different
colorectal cancer cell lines and tumoral samples. Stable shRNA FGFR4-silencing in SW480 and SW48 cell lines resulted in a
significant decrease in cell proliferation, adhesion, cell migration and invasion. This decrease in the tumorigenic and invasive
capabilities of colorectal cancer cells was accompanied by a decrease of Snail, Twist and TGFb gene expression levels and an
increase of E-cadherin, causing a reversion to a more epithelial phenotype, in three different cell lines. In addition, FGFR4-
signaling activated the oncogenic SRC, ERK1/2 and AKT pathways in colon cancer cells and promoted an increase in cell
survival. The relevance of FGFR4 in tumor growth was supported by two different strategies. Kinase inhibitors abrogated
FGFR4-related cell growth and signaling pathways at the same extent than FGFR4-silenced cells. Specific FGFR4-targeting
using antibodies provoked a similar reduction in cell growth. Moreover, FGFR4 knock-down cells displayed a reduced
capacity for in vivo tumor formation and angiogenesis in nude mice. Collectively, our data support a crucial role for FGFR4 in
tumorigenesis, invasion and survival in colorectal cancer. In addition, FGFR4 targeting demonstrated its applicability for
colorectal cancer therapy.
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Introduction
The fibroblast growth factors (FGFs) have been implicated in
multiple biological processes during embryo development, wound
healing, haematopoiesis and angiogenesis [1]. They bind to four
FGF receptors (FGFR) designated FGFR1-4 [2]. The FGFRs
structure includes a ligand-binding domain that contains three
different immunoglobulin-like domains (called Ig I, Ig II and Ig
III). The ligand domain is followed by a single transmembrane
domain and an intracellular cytoplasmic tyrosine kinase domain.
FGFR4 displays the most restricted pattern of expression to
embryonic development and tissue repair [3,4] when compared to
the other three FGFRs, and its expression levels decline
postnatally. In adults, FGFR4 is expressed in muscle myofibro-
blasts during regeneration following injury, but not in mature
skeletal muscle [5]. FGF receptors dysregulation has been shown
to play an important role in cancer development and progression.
These alterations have been proposed to occur through overex-
pression, gene amplification or mutation [6].
Previously, our group identified FGFR4 as an autoantibody
target in colorectal cancer (CRC) using protein microarrays [7]. In
addition, we observed a clear overexpression of FGFR4 in
colorectal cancer cell lines (particularly in 2 out of 4 highly
metastatic colorectal cancer cell lines) with a potential association
of FGFR4-expression to late stages colorectal cancer [8]. FGFR4
has been reported to be over-expressed in human breast, prostate,
colon, rhabdomyosarcoma, gastric, pancreatic, hepatocellular and
pituitary adenocarcinomas [4,9,10,11,12,13,14,15], where it can
contribute to tumor progression by multiple mechanisms [4,9].
Moreover, FGFR4 expression levels were associated with meta-
static disease and poor survival in gastric, lung, breast adenocar-
cinoma and rhabdomyosarcoma [16,17,18]. FGFR4 somatic
mutations are infrequent in cancer [11,19,20,21]; Arg388 is the
most common single nucleotide polymorphism (SNP) in FGFR4,
which provokes enhanced stability and prolonged activation of the
receptor. It has been associated with poor prognosis for positive
node breast cancer, high-grade soft-tissue sarcoma, head and neck
and lung squamous cell carcinoma [9,16,18,22,23].
Among the 18 FGF ligands, FGF19 binds preferentially FGFR4
[24], although it binds also FGFR1. Binding occurs in a complex
comprising heparin, FGFR4 and two FGF molecules, which
triggers FGFR dimerization, leading to autophosphorylation of
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A Proteomic Analysis Reveals That Snail
Regulates the Expression of the Nuclear
Orphan Receptor Nuclear Receptor Subfamily
2 Group F Member 6 (Nr2f6) and Interleukin 17
(IL-17) to Inhibit Adipocyte Differentiation*□S
Alberto Pela´ez-García‡, Rodrigo Barderas§, Raquel Batlle¶, Rosa Vin˜as-Castells¶,
Rube´n A. Bartolome´‡, Sofía Torres‡, Marta Mendes‡, María Lopez-Lucendo‡,
Rocco Mazzolini¶, Fe´lix Bonilla, Antonio García de Herreros¶, and J. Ignacio Casal‡**
Adipogenesis requires a differentiation program driven by
multiple transcription factors, where PPAR and C/EBP
play a central role. Recent findings indicate that Snail
inhibits adipocyte differentiation in 3T3-L1 and murine
mesenchymal stem cells (mMSC). An in-depth quantita-
tive SILAC analysis of the nuclear fraction of Snail-in-
duced alterations of 3T3-L1 cells was carried out. In total,
2251 overlapping proteins were simultaneously quantified
in forward and reverse experiments. We observed 574
proteins deregulated by Snail1 using a fold-change >1.5,
with 111 up- and 463 down-regulated proteins, respec-
tively. Among other proteins, multiple transcription fac-
tors such as Trip4, OsmR, Nr2f6, Cbx6, and Prrx1 were
down-regulated. Results were validated in 3T3-L1 cells
and mMSC cells by Western blot and quantitative PCR.
Knock-down experiments in 3T3-L1 cells demonstrated
that only Nr2f6 (and Trip4 at minor extent) was required for
adipocyte differentiation. Ectopic expression of Nr2f6 re-
versed the effects of Snail1 and promoted adipogenesis.
Because Nr2f6 inhibits the expression of IL-17, we tested
the effect of Snail on IL-17 expression. IL-17 and TNF
were among the most up-regulated pro-inflammatory cy-
tokines in Snail-transfected 3T3-L1 and mMSC cells. Fur-
thermore, the blocking of IL-17 activity in Snail-trans-
fected cells promoted adipocyte differentiation, reverting
Snail inhibition. In summary, Snail inhibits adipogenesis
through a down-regulation of Nr2f6, which in turn facili-
tates the expression of IL-17, an anti-adipogenic cytokine.
These results would support a novel and important role
for Snail and Nr2f6 in obesity control. Molecular & Cel-
lular Proteomics 14: 10.1074/mcp.M114.045328, 303–315,
2015.
Adipogenic differentiation is driven by a complex cascade
of transcription factors (TFs)1 and cell signaling molecules that
lead to the expression of the master regulators CCAAT/en-
hancer-binding protein (C/EBP) (1) and peroxisome prolifera-
tor-activated receptor (PPAR) (2) family proteins. In a sequen-
tial process, C/EBP and C/EBP are initially induced and
followed by C/EBP and PPAR expression. These two mas-
ter TFs induce the final program of gene expression for adi-
pocyte differentiation.
The transcription factor Snail1 is a major inducer of the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) during embryonic
development and cancer progression (3, 4). Snail1 expression
is very restricted in adult individuals (5), but reappears to drive
the EMT process that confers promigratory, invasive, and
stem cell properties to cancer epithelial cells (4). During this
process, Snail represses the expression of E-cadherin and
promotes the expression of mesenchymal genes like vimen-
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Antibodies on demand: a fast method for the
production of human scFvs with minimal
amounts of antigen
Ingrid Babel†, Rodrigo Barderas†, Alberto Peláez-García and J Ignacio Casal*
Abstract
Background: Antibodies constitute a powerful tool to study protein function, protein localization and protein-
protein interactions, as well as for diagnostic and therapeutic purposes. High-throughput antibody development
requires faster methodologies with lower antigen consumption.
Results: Here, we describe a novel methodology to select human monoclonal recombinant antibodies by
combining in vitro protein expression, phage display antibody libraries and antibody microarrays. The application of
this combination of methodologies permitted us to generate human single-chain variable fragments (scFvs) against
two proteins: green fluorescent protein (GFP) and thioredoxin (Trx) in a short time, using as low as 5 μg of purified
protein. These scFvs showed specific reactivity against their respective targets and worked well by ELISA and
western blot. The scFvs were able to recognise as low as 31 ng of protein of their respective targets by western
blot.
Conclusion: This work describes a novel and miniaturized methodology to obtain human monoclonal
recombinant antibodies against any target in a shorter time than other methodologies using only 5 μg of protein.
The protocol could be easily adapted to a high-throughput procedure for antibody production.
Keywords: scFv antibodies, in vitro protein expression, phage display, antibody microarrays
Background
A crucial challenge of the proteome era is to use the
genome information for a better understanding of pro-
tein expression, protein cellular distribution and func-
tionality discovery not only in normal but also in
pathological processes [1,2]. Antibody development
against every human protein is a prerequisite to improve
this knowledge. Several high-throughput alternatives
have been developed to generate antibodies to the entire
proteome [3-5]. The Human Protein Atlas initiative
(http://www.proteinatlas.org/) [3,4], the Sanger Institute
Antibody Atlas Database, the NCI Clinical Proteomics
[5], the HUPO human antibody initiative (http://www.
hupo.org/research/hai/) [6], and several EU-funded con-
sortia (ProteomeBinders, AffinityProteome, Affinomics
[7-9]; http://www.proteomebinders.org) are all good
examples of these alternatives.
The production of mAbs and/or rabbit antibodies
requires large amounts of antigens, it is time-consuming
due to the immunization step of the animals and, in the
case of mAbs, the screening and clone selection can
take from 6 months to 1 year [10].The development of
recombinant antibodies in single-chain Fv (scFv) formats
is a good alternative to obtain high-affinity antibodies
against any target without time-consuming immuniza-
tion [11-14]. The affinity of scFvs for their targets might
be comparable to that of mAbs or pAbs and in some
cases even higher [15]. As a general rule, scFvs possess
several advantages in comparison to IgG or Fabs such as
higher tissue penetrance and more rapid clarification
[16,17]. Moreover, antibody phage display, M13-based
human libraries, is becoming particularly useful for the
production and development of antibodies for immu-
notherapy in different diseases [18-21]. In vitro phage
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In-depth Characterization of the Secretome of
Colorectal Cancer Metastatic Cells Identifies
Key Proteins in Cell Adhesion, Migration, and
Invasion*□S
Rodrigo Barderasa,b,c, Marta Mendesa,b,d, Sofia Torresa,e, Rube´n A. Bartolome´a,f,
María Lo´pez-Lucendog, Roi Villar-Va´zqueza,h, Alberto Pela´ez-Garcíaa,i,
Eduardo Fuentej, Fe´lix Bonillak, and J. Ignacio Casala,l
Liver metastasis in colorectal cancer is the major cause of
cancer-related deaths. To identify and characterize pro-
teins associated with colon cancer metastasis, we have
compared the conditioned serum-free medium of highly
metastatic KM12SM colorectal cancer cells with the pa-
rental, poorly metastatic KM12C cells using quantitative
stable isotope labeling by amino acids in cell culture
(SILAC) analyses on a linear ion trap-Orbitrap Velos mass
spectrometer. In total, 1337 proteins were simultaneously
identified in SILAC forward and reverse experiments. For
quantification, 1098 proteins were selected in both exper-
iments, with 155 proteins showing >1.5-fold change.
About 52% of these proteins were secreted directly or
using alternative secretion pathways. GDF15, S100A8/A9,
and SERPINI1 showed capacity to discriminate cancer
serum samples from healthy controls using ELISAs. In
silico analyses of deregulated proteins in the secretome
of metastatic cells showed a major abundance of proteins
involved in cell adhesion, migration, and invasion. To
characterize the tumorigenic and metastatic properties of
some top up- and down-regulated proteins, we used
siRNA silencing and antibody blocking. Knockdown ex-
pression of NEO1, SERPINI1, and PODXL showed a sig-
nificant effect on cellular adhesion. Silencing or blocking
experiments with SOSTDC1, CTSS, EFNA3, CD137L/
TNFSF9, ZG16B, and Midkine caused a significant de-
crease in migration and invasion of highly metastatic
cells. In addition, silencing of SOSTDC1, EFNA3, and
CD137L/TNFSF9 reduced liver colonization capacity of
KM12SM cells. Finally, the panel of six proteins involved in
invasion showed association with poor prognosis and
overall survival after dataset analysis of gene alterations.
In summary, we have defined a collection of proteins that
are relevant for understanding the mechanisms underly-
ing adhesion, migration, invasion, and metastasis in colo-
rectal cancer. Molecular & Cellular Proteomics 12:
10.1074/mcp.M112.022848, 1602–1620, 2013.
Despite the efforts for colorectal cancer (CRC)1 prevention
using different strategies (1–6), 30–40% of patients have
regionally advanced disease or suffer from metastasis when
diagnosed (7). Moreover, half of the CRC patients will develop
recurrence and liver metastasis within 5 years (8). Although
genetic changes leading to the development of sporadic colo-
rectal cancer primary tumors in intestinal cells have been
relatively well characterized (9), further efforts are necessary
to better understand the biology of CRC metastasis and to
identify associated markers that can be used as diagnostic/
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1 The abbreviations used are: CRC, colorectal cancer; AGR2, an-
terior gradient 2 homolog; AGR3, anterior gradient 3 homolog; ARF4,
ADP-ribosylation factor 4; ARF5, ADP-ribosylation factor 5; BMP,
bone morphogenetic proteins; BSSP-4/PRSS22, brain-specific serine
protease 4; CA125, cancer antigen 125; CD137L/TNFSF9, tumor
necrosis factor ligand superfamily member 9; CREB, cAMP-respon-
sive element-binding protein; CTSS, cathepsin S; CXCR4, chemokine
(CXCmotif) receptor 4; DCC, deleted in colorectal carcinoma; EFNA3,
ephrin-A3; EphA4, ephrin type-A receptor 4; FGF2, fibroblast growth
factor 2; GDF15, growth/differentiation factor 15; IGFBP2, insulin-like
growth factor-binding protein 2; IGFBP7, insulin-like growth factor-
binding protein 7; IL-13, interleukin 13; IL13R2, interleukin 13 recep-
tor 2; IPA, ingenuity pathway analysis; ITGA6, integrin -6; ITGB4,
integrin -4; iTRAQ, isobaric tag for relative and absolute quantifica-
tion; KLK10, kallikrein-10; KLK6, kallikrein-6; LAMA5, laminin subunit
-5; LAMC1, laminin subunit -1; LUM, lumican; MDK, Midkine;
MMP1, interstitial collagenase; NEO1, neogenin; OS, overall survival;
PODXL, podocalyxin-like protein 1; S100A8/9, S100 calcium-binding
protein A8/A9; SERPINI1, neuroserpin; SH3KBP1, Src homology 3
domain-containing kinase-binding protein 1; SILAC, stable isotope
labeling by amino acids in cell culture; SOSTDC1, sclerostin domain-
containing protein 1; THBS2, thrombospondin 2; TLR2, Toll-like re-
ceptor 2; TRAF1, TNF receptor-associated factor 1; TRAF2, TNF
receptor-associated factor 2; VGF, neurosecretory protein VGF;
ZG16B, zymogen granule protein 16 homolog B; ROC, receiver op-
erating characteristic; AUC, area under the curve; EGFR, EGF recep-
tor; PSM, peptide spectrum match.
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Sporadic colon cancer murine models
demonstrate the value of autoantibody
detection for preclinical cancer diagnosis
Rodrigo Barderas1*{, Roi Villar-Vazquez1*, Marı´a Jesu´s Ferna´ndez-Acen˜ero2, Ingrid Babel1,
Alberto Pela´ez-Garcı´a1, Sofı´a Torres1 & J. Ignacio Casal1
1Department of Cellular and Molecular Medicine. Centro de Investigaciones Biolo´gicas (CSIC). 28040 Madrid. Spain, 2Pathology
Department. Fundacio´n Jime´nez Dı´az. Madrid. Spain.
Although autoantibody detection has been proposed for diagnosis of colorectal cancer, little is known about
their initial production and development correlation with cancer progression. Azoxymethane/dextran
sodium sulfate (AOM/DSS)-treated mice developed colon adenocarcinoma in the distal colon similar to
human sporadic colon cancer. We assessed this model together with AOM and DSS-only models for their
applicability to early detection of cancer. All AOM/DSS-treated mice produced autoantibodies to
tumor-associated antigens analogous to those observed in human colon cancer patients. Autoantibody
response was related to tumor antigen overexpression. Cancer autoantibodies were detected 21 days after
starting treatment, when no malignant histopathological features were detectable, and they increased
according to tumor progression. When carcinogenesis was induced separately by AOM or DSS, only those
mice that developed malignant lesions produced significant levels of autoantibodies. These findings
demonstrate that autoantibody development is an early event in tumorigenesis and validates its use for
preclinical colon cancer diagnosis.
C
ancer patients develop an immune humoral response against tumor-associated antigens (TAAs).
Autoantibody responses have been mainly associated to cancers with an elevated inflammatory compon-
ent such as colon1–3, prostate4, ovarian5,6, lung7,8 or breast cancer9, among others. In addition to elevated
specificity and sensitivity, advantages of this strategy include easy and minimally invasive sample collection for
diagnosis. Moreover, the long stability of the antibodymolecules allows for retrospective studies in samples stored
for long periods10,11. We hypothesized that murine colon cancer models could mimic the human humoral
response to cancer and provide us with a clear insight into the production, kinetics and evolution of autoantibody
development, including a clear answer to their potential application to cancer diagnosis in preclinical and early
colon cancer stages.
We used azoxymethane (AOM) and dextran sodium sulfate (DSS), individually or in combination, to generate
different inducible mouse models of colon cancer in order to study the effect of carcinogenicity and/or inflam-
mation on the induction of autoantibodies. AOM is a chemical agent that initiates cancer by alkylation of DNA,
favoring the introduction of mutations12. Intraperitoneal administration of 3 to 6 AOM-only injections induces
the development of spontaneous tumors in distal colon within 7-10 months depending on the mouse strain13. On
the other hand, DSS supply in drinking water induces inflammatory cell infiltration of the mucosa propia,
ulceration and bloody diarrhea14. DSS disrupts the colon epithelial lining, provoking severe colitis and ulcerative
colitis-like neoplasia lesions mainly found in the distal colon15,16. Administration of 3 to 4 and up to 9 DSS cycles
in drinking water results in the development of colorectal dysplasia and adenocarcinoma in a subset of treated
mice14,17. Number, severity of lesions and percentage of affected mice depends on the mouse strains14,17,18.
The combined treatment with AOM/DSS is currently used as a common mouse model of colitis-associated
colon cancer (CAC). Tumors induced by AOM/DSS occur preferentially at the distal part of the colon, which is
the predominant localization of spontaneous colorectal cancer (CRC) in humans. Althoughmetastasis is very rare
in this model19, many steps in cancer development including formation of aberrant crypt foci, polyps, adenomas
and carcinomas are shared betweenCRC andCAC. It has been extensively used for the study of inflammation and
its association with colon cancer development20,21. This model has been very useful for the elucidation of the role
of TNF-a, IL6, NFkB and other molecules in the initiation and promotion of inflammation-associated tumor
growth (see22 for a review), but it has not been applied for autoimmunity and biomarker studies. Tumor
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Imaging, Diagnosis, Prognosis
Proteome Proﬁling of Cancer-Associated Fibroblasts
Identiﬁes Novel Proinﬂammatory Signatures and Prognostic
Markers for Colorectal Cancer
Soﬁa Torres1, Ruben A. Bartolome1, Marta Mendes1, Rodrigo Barderas1, M. Jesus Fernandez-Ace~nero3,
Alberto Pelaez-García1, Cristina Pe~na4, María Lopez-Lucendo2, Roi Villar-Vazquez1,
Antonio García de Herreros5, Felix Bonilla4, and J. Ignacio Casal1
Abstract
Purpose: Cancer-associated fibroblasts (CAF) are essential components of the stroma that play a critical
role in cancer progression. This study aimed to identify novel CAFs markers that might contribute to the
invasion and the prognosis of colorectal cancer.
Experimental Design: The azoxymethane/dextran sodium sulfate mouse model of sporadic colon
cancer represents an adequate source for the isolation of CAFs and normal fibroblasts. By using the explants
technique,wepurifiedCAFs andnormal fibroblasts fromcolon tissues.Whole-cell extracts and supernatants
were subjected to in-depth quantitative proteomic analysis by tandem mass spectrometry. Further valida-
tions of upregulated proteins inCAFswere carried out by chemokinemicroarray and immunohistochemical
analyses of mouse and human tissues.
Results: Using a fold-change of 1.4 or more, we found 132 and 125 differentially expressed proteins in
whole-cell extracts and supernatants, respectively. We found CAFs-associated proinflammatory and des-
moplastic signatures. The proinflammatory signature was composed of several cytokines. Among them,
CCL2 and CCL8 caused an increase in migration and invasion of colorectal cancer KM12 cells. The
desmoplastic signature was composed of 30 secreted proteins. Inmouse and human samples, expression of
LTBP2, CDH11, OLFML3, and, particularly, FSTL1 was significantly increased in the tumoral stroma,
without significant expression in the cancer epithelial cells. The combination of CALU and CDH11 stromal
expression showed a significant association with disease-free survival and poor prognosis.
Conclusion:We have identified LTBP2, CDH11, OLFML3, and FSTL1 as selective biomarkers of cancer
stroma, and CALU and CDH11 as candidate stromal biomarkers of prognostic significance in colon cancer.
Clin Cancer Res; 19(21); 6006–19. 2013 AACR.
Introduction
The tumor stroma comprisesmost of the cancermass and
is mainly composed of fibroblasts and endothelial cells,
although it also contains infiltrating immune cells and
pericytes (1). Stroma nurtures cancer cells and facilitates
tumor development and invasion. Clinical and experimen-
tal data support the hypothesis that tumor stromapromotes
invasion and cancer metastasis (2). Within stroma, fibro-
blasts are key components for cancer progression. Stromal
fibroblasts are called activated fibroblasts, myofibroblasts,
or cancer-associated fibroblasts (CAF), and they acquire a
particular phenotype similar to fibroblasts present in skin
wounds. Carcinoma progression is associated with an
increase in the production of fibrosis, known as desmopla-
sia, similar to that present in wound healing (3). CAFs
respond to profibrotic and promigratory factors, such as
TGF-b, platelet-derived growth factor (PDGF), hepatocyte
growth factor (HGF), or fibroblast growth factor 2 (FGF2),
thereby promoting cancer progression. They are character-
ized by increased expression of myofibroblastic markers
such as a-smooth muscle actin (a-SMA), FSP1, or prolyl-4-
hydroxilase (4, 5). Cancer fibroblasts proliferate more than
their normal counterparts and secrete more constituents
of the extracellular matrix (ECM) and ECM-degrading
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CDH17-RGD motif is critical for integrin activation 
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An RGD motif present in cadherin 17 induces integrin activation and tumor growth* 
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Background: The interaction between cadherin 17 
and α2β1 integrin promotes cell adhesion and 
proliferation 
Results: Cadherin 17 contains an RGD motif that 
constitutes the critical switch for integrin binding 
and activation  
Conclusion: The cadherin RGD motif is a critical 
ligand for tumor growth and metastasis 
Significance: Cadherin 17 is the first known 
integrin-ligand RGD-cadherin. Other RGD-
cadherins might play important roles in cancer 
metastasis. 
 
ABSTRACT 
Little is known about the mechanism of 
integrin activation by cadherin 17 (CDH17).  
Here, we observed the presence of a tripeptide 
motif RGD in the domain 6 of the human 
CDH17 sequence and other cadherins such as 
cadherin 5 and cadherin 6.  The use of CDH17 
RAD mutants demonstrated a considerable 
decrease of proliferation and adhesion in RKO 
and KM12SM colon cancer cells. Furthermore, 
RGD peptides inhibited the adhesion of both 
cell lines to a recombinant CDH17 domain 6.  
The RGD motif added exogenously to the cells 
provoked a change in β1 integrin to active, 
high-affinity, conformation and an increase in 
FAK and ERK1/2 activation.  In vivo 
experiments with Swiss nude mice 
demonstrated that cancer cells expressing the 
CDH17 RAD mutant showed a considerable 
delay in tumor growth and liver homing.  
CDH17 RGD effects were also active in 
pancreatic cancer cells.  Our results suggest 
that α2β1 integrin interacts with two different 
ligands, collagen IV and CDH17, using two 
different binding sites. In summary, the RGD 
binding motif constitutes a switch for the 
integrin pathway activation and shows a novel 
capacity of CDH17 as integrin ligand. This 
motif could be targeted to avoid metastatic 
dissemination in those tumors overexpressing 
CDH17 and other RGD-containing cadherins. 
 
Cadherin 17 (CDH17), also known as liver-
intestine cadherin (LI-cadherin), is a non-canonical, 
7D-domain cadherin. Its sequence is formed by 7 
extracellular domains and a very short cytoplasmic 
domain (1). CDH17 is present in fetal liver and 
gastrointestinal tract, exhibiting elevated expression 
during embryogenesis (2). The gene is silenced in 
adult healthy liver and gut. However, CDH17 is 
expressed again in gastric cancer, esophagus 
carcinoma, pancreatic cancer (3) and 
hepatocarcinoma (4).  In primary colon cancer 
tumors, poorly-differentiated tumors, as well as in 
lymph nodes, CDH17 is expressed at low levels (5). 
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